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部の=&百帽揺
序 章
生･物 は ､ 細 胞 を 構 成 単位 と し て 成 り 立 っ て お り ､ 個 々 の 細 胞
は 生 体腰 に よ っ て 区 切 ら れ て い る ｡ こ の た め ､ 外 界 の 環 境変 化
に 抗 し て ー 細 胞内 環 境 の 恒 常 性 は 維 持 さ れ て い る ｡ 細 胞質膜 に
は 種 々 の 輸 送 系 が 存 在 し ､ 細 胞 内 イ オ ン 環 境 の 維 持 や ､ 栄 養 素
の 取 り 込 み の
●
た め に 機 能 し て い る . 細 胞 質 膜 を 介 し た 輸 送 は ､
濃 度 勾 配 に 逆 ら っ た も の が 多 く ､ エ ネ ル ギ ー に 共 役 し た 能動 輸
送 系 が 必 要 と な る ｡
生 物 の 細 胞 内Na ＋ 濃 度 は 外 界 よ り 低 く ､ ま たE＋ 濃 度 は 高 く 維 持
さ れ て い る ｡ 195 7年 ､ ∫, S ko uF:I )に よ り Na 十 ,E＋ - A T Pas eが 発見 さ
れ て 以 来 ､ 動 物紳 胞 の Na ＋ ､ K十 輸 送 系 の 研 究 は 精 力 的 に 推 し 進 め
ら れ た ｡ そ し て ､ Na ＋ と K十 の 輸 送 は 共 役 し て お り ､ AT Pの 加水 分
解 に よ り ､ 細 胞 内Na 十 が 外 部 へ 排 出 さ れK＋ が 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ
る こ と が 明 ら か に さ れ て い る ｡ し か し な が ら ､ A T P の加 水 分解 に
よ り 得 ら れ る 化 学 エ ネ ル ギ ー が ､ ど の よ う に し て 方 向 性 を も っ
た イ オ ン の 動 き に 変 換 さ れ る か と い う ､ エ ネ ル ギ ー 共 役機 構 に
関 し て は い ま だ 明 ら か に さ れ て い な い ｡ 動 物 細 胞 に お け る 栄 養
素 の 輸 送 系 は ､ Na ＋ ,K＋ - A T Pa s eに よ り 形 成 さ れ た 細 胞 質 膜 内外 の
Na ･ の 電 気 化 学 的 ポ テ ン シ ャ ル 差(ナ ト リ ウ ム 駆 動 力)Li よ り 駆動
さ れ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る ( 2 )｡ 一 方 ､ 細 菌■に お け る 輸
送 系 の 研 究 は 動 物 細 胞 に お け る 研 究 よ り だ い ぶ 遅 れ て 清発化 し
た ｡ 細 菌 の 輸 送 系 の 研 究 が 急 速 に 進 展 し た の は ､ 1970年代 に 入
つ て か ら で あ る ｡ 膜 タ ン パ ク 貿 の 可 溶 化 一 指 製 技 術 の 進歩 に よ
り ､ 輸 送 担 体 が 同 定 で き る よ う に な っ た こ と や ､ Kaba ckら が 開
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発 し た 細 胞 質 膜 +､ 胞 の 調 製 法 -: 三‡) な ら び に ､ 細 胞 質 腰 小 胞 を 用 い
た 輸 送 晴 性 の 潮 定 方 法 く 卜 6 二- が 確 立 さ れ た こ と に よ る ｡ さ ら に 特
記 し な け れ ば な ら な い こ と は ､ 197 8年 度 ノ ー ベ ル 化 学 賞 に 輝 い
たP . M itchel l の化 学 浸 透 説(C he mio s m otic the o ry)く7 ) が ､ 紳 菌
の 輸 送 系 に 適 用 で き た こ と で あ る ｡ 化 学 浸 透 説 は ､ ミ ト コ ン ド
リ ア に お け る 酸 化 的 T) ン 酸 化 で の ÅT P合 成 機 構 を 説 明 す る た め に
提 出 さ れ た も の で あ る ｡ ミ ト コ ン ド リ ア 内 膜 に 存 在 す る 呼吸 鎖
に よ り プ ロ ト ン が 排 出 さ れ ､ 内 膜 の 内 外 に プ ロ ト ン の 電 気 化 学
的 ポ テ ン シ ャ ル 差 (プ ロ ト ン 駆 動 力)が 形 成 さ れ る ｡ こ の プ ロ ト
ン 駆 動 力 に よ り ､ 膜 に 存 在 す る Fl , F由 一 ÅT Pa s eを 介 し て ATPが 合成
さ れ る ｡ プ ロ ト ン 駆 動 力(△ p)は ､ 以 下 の よ う に 膜 電 位 差(△ 甘
)と ptI差(△ pB)の 和 と し て 表 さ れ る .
△ p = △ 甘 - Z.△ p托 (mV)
Z=2. 3 × RT/F
Rは 気 体 定 数 ､ Tは 絶 対 温 度 ､ Fは フ ァ ラ デイ 一 定 数 で あ り ､ mV単
位 で 表 わ す と Zは 3 7oCで 61. 5で あ る ｡
化 学 浸 透 説 は ､ 細 菌 の 輸 送 系 を も 見 事 に 説 明 し た ｡ 細菌 の 細
胞 質 膜 の 内 外 に 形 成 さ れ た プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ り ､ イ オ ン や 栄
養 素 な ど が プ ロ ト ン と 同 方 向( 共 輸 送) ある い は 逆 方 向( 逆輸 送)
に 輸 送 さ れ る ｡
細 菌 の 生 育 に と っ て ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 は 重 要 な エ ネ ル ギ ー で
あ る ｡ ､プ ロ ト ン 駆 動 力 に 依 存 し た 細 菌 の 生 体 反 応 をTable
- 1に 示
し た ｡
1 97 4年 ､ Westと H itchel l( 8 )に よ り ､ 大 腸 菌 の Na 十 輸 送 系 は プ
ロ ト ン 駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ るNa ＋/E＋ 逆 輸 送 系 で あ る こ と が 報
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Table - i . P hysiological react io n sdriv e nby a
pr otor)- 瓦Ot ive fo r c ein ba cte ria.
1. AT Psynt hesis
2. Tr a nspo rt of io n s a nd n utrie nts
3. Fragella r otat io n
4. Cytopla s 丑ic pH r egulat ion
5. Tr anspo rt of pr otein s
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告 さ れ た ｡ そ の 後 ､ 多 く の 報 告 に よ り こ の こ と が 支持 さ れ て い
る
･: 9 1 1 2 )
｡ 大 腸 菌 同 様 ､ 他 の 多 く の 細 菌 の Na
' 輸 送 系 も ､ プ ロ ト
ン 駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ る N
L
a
･/H･ 逆 輸 送 系 で あ る こ と が 報 告 さ
れ て い る ( ”
- 2 1'
｡･ そ の他 ､ E＋ ( 2 2 ),Ca
＋ ' ' 2 3' の 輸 送 も プ ロ ト ン
駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る ｡ ま た ､ 大
腸 菌 ( 2A )や str e pto c o c c u sfa e c al is ( 2 5) の ア ミ ノ 酸 輸 送 も プ ロ
ト ン 駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ る ｡ さ ら に ､ 大 腸 菌 の 乳 糖 輸 送 系 は
Kaba ck ら の グ ル ー プ に よ り 精 力 的 に 研 究 が 続 け ら れ ､ プ ロ ト ン
駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ る こ と が 明 ら か に さ れ て い る (A ) ｡
プ･ロ ト ン 駆 動 力 に よ ら な い 輸 送 系 の 存 在 も 19 70年 代 後 半 か ら
明 ら か に さ れ て き た ｡ 1973年 ､ Berge r' 2.
eJ に よ り ､ 大 腸 菌 の グ
ル タ ミ ン 輸 送 は プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ ら な い こ と が 報 告 さ れ た ｡
浄 の 後 ､ 大 腸 菌 の グ ル タ ミ ン 輸 送 妊 ､ ペ リ プ ラ ズ ム 空 間 に 存 在
す る 結 合 タ ン パ ク 質(b ind ing pr otein)依 存 で あ る こ と が 示 さ れ
た ･:2 7 )が ､ エ ネ ル ギ ー 共 役 機 構 に 関 し て は 不 明 な 点 が 多 い ｡ ま
た ､ Rho adsと Epstein
' 2 2 'に よ り 大 腸 菌 に は AT Pに よ り 駆 動 さ れ
る E･ 輸 送 系 が 存 在 す る こ と が 明 ら か を±さ れ た ｡ さ ら に ､ 大 腸菌
に は E＋ 輸 送A T Pa s eが 存 在 す る こ と が 示 さ れ た `2 8 ･ 2 9 '｡ 化学 浸透
説 が 提 出 さ れ て 以 来 ､ 卸 商 に は 珪
＋
以 外 の イ オ ン 輸 送A T Pa s eは 存
在 し な い と 考 え ら れ て い た ｡ 先 の 報 告 は ､ 動 物 紳 胞 同 様 紳 菌 に
も イ オ ン 輸 送A T Pa s eの 存 在 が 示 さ れ た 点 で 大 変 興 味 深 い ｡ さ ら
に そ の 後 ､ 旦. 地 の Na
＋ ' 3 色･ 3 1 '
,E = 等2 }, Ca
' ＋ ' 3 3 'の 輸送 は
AT P依 存 で あ る こ と が 明 ら か に さ れ た Q
プ ロ ト ン 駆 動 力 は ､ 細 胞 質 膿 に 存 在 す る プ ロ ト ン 輸 送 系 に よ
り 形 成 さ れ る く3 4 '｡ こ の よ う に ､ プ ロ ト ン 輸 送 系 は 生 体 ユ ネ ル
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ギ 一 変 換 系 と し て 機 能 し て い る . さ ら に 細 菌 の 細 胞 内ptl調節 は
プ ロ ト ン 輸 送 に よ つ 行 な わ れ る と 考 え ら れ て い る ｡ 動 物 細 胞 で
は+ 体 液 循 環 に よ り 急 激 な 外 部 ptl変 化 に さ ら さ れ る こ と は 少 な
い ｡ 一 方 ､ 細 菌 の 生 育 に と っ て ､ 細 胞 内pBを 調 節 す る こ と は ､
深 刻 な 問 題 で あ る ｡ な ぜ な ら ば ､ 細 菌 は 個 々 の 細 胞 が 直接 外 界
に さ ら さ れ て お り ､ 外 部pBの 急 激 な 変 化 を 直 接 受 け る ｡ 細 菌 が
棲 息 し て い る f)H範 囲 は ト1 2と 非 常 に 広 い ｡ 外 界 の pHに か か わ ら
ず ､ 細 胞 内p耶ま6 - 9 の間 に 調 節 さ れ て い る . 1 9 43年 ､ Gale(5 匂)に
よ っ て ､ ア ミ ノ 酸 の 脱 炭 酸 酵 素 や 脱 ア ミ ノ 辞 素 の 誘 導 で ､ 大 腸
菌 は 外 部pH の変動 に 対 処 し て い る こ と が 報 告 さ れ た ｡ し か し ､
紳 菌 の イ オ ン 輸 送 系 の 研 究 が 進 展 し ､ プ ロ ト ン 輸 送 系 の 存在 が
明 ら か に さ れ た 後 は ､ プ ロ ト ン 輸 送 系 に よ り ､ 紳 胞 内 p打が 調節
さ れ る と 考 え ら れ る よ う に な っ た ｡
大 腸 菌 の 細 胞 内p告が 一 定 に 調 節 さ れ て い る こ と を 示 し た最 初
の 報 告 は1 9 76年Pada nら ( 3 昏:} に よ っ て な さ れ た o 彼 ら の 報 告 に よ
る と ､ 大 腸 菌 の 紳 胞 内 p耶ま7. 62- 7. 7 5に 調 節 さ れ て い る こ と が 示
さ れ て い る ｡ 以 後 ､ 多 く の 研 究者 に よ り 大 腸 菌 の 細 胞 内 pH 調
節 機 構 の 解 明 が 進 め ら れ ､ 紳 胞 内 p8 が 一 定 に 調 節 さ れ て い る
こ と は 確 か め ら れ た . し か し ､ pH瓢 節 機 構 に つ い て は 不 明 な 点
が 多 い ｡ 旦.圭旦旦ぷ止j遥 の 細 胞 内 pf18ま､ 膜 に 存 在 す る H' 輸 送ATPa s e
(rI' - AT Pa s e)に よ るH十 の 排 出 に よ っ て 調 節 さ れ る と 報 告 さ れ て い
る･■: 3 7 '. ア ル カ リ 性 側 で 生 育 す 息好 ア ル カ リ 性 紳 菌 ':3 8パ:9 〕や ､
酸 性 側 で よ く 生 育 す る 好 酸 性 紙 菌 く4 B :一 の 細 胞 内p打も 中 性付 近 に
調 節 さ れ て お り 細 胞 内 pF調 節 に は プ ロ ト ン 輸 送 系 が 関 与 し て い
る こ と が 報 告 さ れ て い る ｡
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1 97 7年 ､ Ha r ol dと Va nBr u nt
`･14 1) に よ り 大 変 興 味 深 い 報 告 が な
さ れ た ｡ 彼 ら は ､ 培 地 に 1 価 カ チ オ ン に 対 し て 特 異 性 の 低 い イ
オ ノ フ ォ ア - で あ る ダ ラ ミ シ ジ ンDを 添 加 し て ､ 旦･旦旦旦SBii3_の 生
育 に つ い て 検 討 し た . 旦. 地 は ダ ラ ミ シ ジ ン D存 在 下 で も､
一 定 条 件 下 で は 生 育 で き る こ と が 報 告 さ れ た ｡ 彼 ら の 報 告 よ り
旦.fa e c al isは ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 を 含 め 1 価 カ チ オ ン の 輸 送系 が
機 能 し な い 状 態 で も 生 育 で き る･こ と が 示 さ れ た ｡
P ･ M itchel l によ り 化学 浸 透 説
_
が 提 出 さ れ て .以 来 ､ 細 菌 の 生 育
に は プ ロ ト ン 駆 動 力 並 び に イ オ ン 輸 送 系 が 必 須 で あ る と 考 え ら
れ て い た ｡ し た が っ て ､ Ha r ol dとVa n Br u ntの 報 告 は ､ 大 変 驚く
べ き も の で あ っ た ｡ 大 腸 菌 に お い て も 同 様 な 報 告 が な さ れ て い
る ｡ 19 74年 ､ Eope ckyら ( 8 7:'は 高 濃 度E十 を 含 む 寒 天 培 地 上 で ､ コ
リ シ ンKで 処 理 し た 大 腸 菌 が 増 殖 す る こ と を 報 告 し た ｡ コ T) シ ン
Kは プ ロ ト ン 駆 動 力 を 解消 す る こ と よ り ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存在
下 で も 大 腸 菌 は 生 育 で き る こ と が 彼 ら の 結 果 よ り 示 唆 さ れ た｡
解 糖 系 で AT Pを 合 成 す る旦･fa e c alis と 主 に 呼 吸 鎖 に よ り AT Pを 合
成 す る 大 腸 菌 に お い て ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で 生 育 で き る
こ と が 示 唆 さ れ た ｡
著 者 は ､ 細 菌 の 生 育 に お け る プ ロ ト ン 輸 送 の 役 割 を 解 明 す る
こ と を 目 的 と し て 本 研 究 に 着 手 し た ｡ 本 研 究 は プ ロ ト ン 駆 動力
が 形 成 で き な い 条 件 下 で の 細 菌 の 生 育 に つ い て 解 析 し ､ こ の 様
な 条 件 下 で の 細 胞 内 イ オ ン 環 境 ､ 特 に Na' ､ K＋ の 調 節 が ど の よ う
に 行 な わ れ る の か を 詳 細 に 検 討 し た ｡ ま た ､ ア ミ ノ 酸 輸 送 に
'
っ
い て も 検 討 を 加 え た ｡ さ ら に ､ 細 菌 の 細 胞 内pH調 節 に お け る プ
ロ ト ン 輸 送 の 役 割 に つ い て 検 討 し た ｡
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本 論文 は 以 下 の 2章 よ り な る ｡
第 1章 で は ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で の 旦･fa e c al isの 生 育 に
つ い て 検 討 し ､ こ の よ う な 条 件 下 で の 細 胞 内Na
十
､ E＋ 調 節 に つ い
て 詳 細 な 解 析 を 行 な っ た 結 果 に つ い て 記 述 し た ｡ さ ら に ア ミ ノ
酸 輸 送 な ら び に 細 胞 内 pfl調 節 に つ い て 詳 細 な 解 析 を 行 な っ た 結
果 に つ い て 記 述 し た ｡
第2葦 で は 呼 吸 鎮 を 持 つ 大 腸 菌 を 用 い プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 で
き な い 条 件 下 で の 生 育 に つ い て 検 討 を 行 な い ､ こ の よ う な 条 件
下 で の Na
＋
､ K十 ､ ア ミ ノ 酸 輸 送 な ら び に 細 胞 内pfl調 節 に つ い て 詳
紳 な 解 析 を 行 な っ た 結 果 に つ い で 記 述 し た ｡
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[ 略 号]
本論文 で は 以 下 に 示 す 略 号 を 使 用 し た ｡
A T P:Ade n o sin e 5
'
- tripho sphate
A T Pa s e:A de n o sine 5
'
- tripho sphata s e
CCCP:Ca rbo nylcya nide 孤- chlo r ophe nyl hydr a zon e
D CCI):N,N
'
- d icyclohexylc a rbod i imide
T P P＋ :Tetr aphe nylpho spho niu n io n
F CC P:Carbo nylcya nide p - trif lu o r o m ethoxy phe nyl hydr a z o n e
Tri告:γris(hydr o xymethyl)a min o m etba n e
M E S:2 -(” - Ho rphol in o)etha n e s ulpho nic a cid
Tricin e:N- tris(hydr o xym ethyl)m ethylglycin e
HQNO:2- Bepty ト4- hydr o xy quinolin e- ” - o xide
ED TA:Ethyle n ed ia min etetr a a c etic a ci d
IIE P ES:4 -(2- hydr o xyethyl)- ト pipe r a zin etha n e s ul fo nic a ci d
N AD H:β - N ic otin e a mi de ade nin e din u cle ot id占 r edu c ed fo r m
D C I P:2,6 - D ich lo r ophe n ol indophe n oI
D Na s e:De o xyribo n u cleate 5
'
- ol igo n u cle oti dohydr ola s e
R Na s e:R ibo n u cle ate 5
'
- ol igo n u cle otidohydr ola s e
E G T A:ethyle rl eglyc oトb is(β - a mirlO ethyl etheT)- N ,N,N
'
,N
'
-
tetr a a c etic a cid
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第1章 S.fa e c al isの 生 育 に お け る プ ロ ト ン 輸 送 の 役 割
第1節 , プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で の旦･ 辿 旦の 生 育
に つ い て
1 97 7年 ､ fla r oldとVa n 帥 u nt( 4 1 ) に よ り旦. 出 は ダ ラ ミ
シ ジ ンD存 在 下 で 増 殖 で き ､ 星.呈 出 遥 は B＋ ､ Na' ､ K寸 輸 送系 が
機 能 し な い 条 件.T で も 生 育 で き る こ と が 示 さ れ た ｡ ダ ラ ミ シ ジ
ン Dは 1 価 カ チ オ ン に 対 し て 特 異 性 が 低 く Na＋ ､ E' に 対 し て も 作
用 す る o 本 研 究 は 細 菌 の 生 育 に お け るH' 輸 送 の 役 割 を 明 ら か に
す る た め ､ B＋ に 対 す る 特 異 的 イ オ ノ フ ォ ア - で あ るC C CP( 45 )杏
用 い プ ロ ト ン 駆 動 力 が 形 成 で 凄 な い 条 件 下 で の 旦･旦 吐 堕の 生
育 に つ い て 検 討 し た ｡ C CC Pの 化 学 構 造 を Fig . 1 に示 し た ｡
栄 養 培 地 に2 0JL H C C C Pを 添 加 し て もpH 7･ 5 で旦. 辿 旦は 増殖
で き た ｡ し か し ､ pH 6. 0で は CC C P存 在 下 で 増 殖 で き な か っ た .
し た が っ て ､ C C CP存 在 下 で の 噛殖 は 外 部p耶こ 依 存 す る こ と が 示
さ れ た ｡
次 に ､ C C C P存 在 下 で の 増 殖 に 対 す る 培 地 イ オ ン 濃 度 の 影 響 に
つ い て 検 討 し た ｡ C
'
CC P存在 下 で の 増 殖 は ､_ Na
＋ 濃 度 が 高 い NaT Y培
埠(12 0m班 Na＋)､ あ る い はE＋ 濃 度 が 高 い 2 ET Y培 地(23 0m凹■K')を 用
い た 場 合 ､ 世 代 時 間 は そ れ ぞ れ 75分 と70分 で あ り ､ 増 殖速 度 は
ほ と ん ど 変 わ ら な か っ た(F ig . 2)･. 従 っ て ､ C C C P存 在 下 で の 増殖
は 培 地 Na ' 及 び E＋ 濃 度 に 影 響 さ れ な い と 考 え ら れ る ｡
星. 出 は ､ 細 胞 質 膜 に 存 在 す る H' - A T Pa s eに よ りtl＋ を 排
出 し プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 し て い る ( 34 ･ 4 2･ 4 3 :. ｡ 野 生 株同様 ､
tl寸 一 兵T Pa s eが 欠 損 し て お り プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 で き な い 変 異株
- 10-
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A S2 5株 (‥3 6 :l も pH7. 5で 増 殖 で き ､ ･ p日6 . 0で 増 殖 で き な か っ た ｡ ま
た ､ A S2 5株 の 増 殖 はpH7.5 で培 地 Na' ､ E＋ 濃 度 に 影 響 さ れ な か っ
た ｡
以 上 の 結 果 よ り ､ S. fa e c alisは プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で も
prI7.5 で生 育 で き ､ そ の 生 育 は 培 地Na ' ､ E＋ 濃 度 に は 影 響 さ れ な
い こ と が 明 ら か と な っ た ｡
そ こ で ､ プ ロ ト ン 駆 動力 を 形 成 で き な い 条 件 下 に お け る 細 胞
内Na ＋ ､ E＋ の 調 節 機 構 を 明 ら か に す る た め ､ Na ＋ ､ K' 輸 送 に つ い
て 以 下 の 検 討 を 行 な っ た ｡
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第2節 Na ＋ 輸 送 に つ い て
墨.圭旦 血 道 の Na ＋ 輸 送 はA T Pに よ り 駆 動 さ れ るNa ＋/8＋ 逆 輸送 系
で あ る と 考 え ら れ て い る '3 1 ･ 4 6 '｡ そ の た め ､ プ ロ ト ン 駆 動力 非
存 在 下 で は ､ Na' 排 出 の 効 率 が 低 下 し ､ 高 濃 度Na＋ 環 境 に お い て
は ､ 細 胞 内Na十 濃 度 が 上 昇 す る o し た が っ て ､ プ ロ ト ン 駆動 力非
存 在 下 で の 増 殖 は 培 地 Na' 濃 度 に 影 響 さ れ る と 考 え ら れ た ｡ し か
し ､･ C C CP存 在 下 で の 増 殖 は 培 地 Na ＋ 濃 度 に 影 響 さ れ な か っ た . 早
こ で ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 で き な い 条 件 下 で 増 殖 し て い る旦.
地 の Na 十 輸 送 に つ い て 検 討 し た ｡
野 生 味 を 通 常 の 状 態 で 増 殖 さ せ Na ' 輸 送 汚 性 を 謝 定 し た と こ ろ ､
高 濃 度Na' 培 地 で 増 殖 さ せ た 易 合 と 低 濃 度Na' 培 地 で 増 殖 さ せ た
場 合 で 旺 と ん ど 変 化 が な か っ た(Fig . 3)｡ 次 に 2 0fL河 C CCPを 培 地
に 涼 如 し ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 で き な い 条 件 下 で 野 性 株を 増
殖 さ せNa' 輸 送 浦 性 に つ い て 検 討 し た ｡ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 ､
高 濃 度Na＋ 培 地(NaTY培 地 ;12 0m吐 Naす) で 増 殖 さ せ た 場 合 ､ Na'輸
送 措 性 は5 7. 0 n m ole s/min pe r mg pr oteinで あ っ た(Fig .4)｡ 一
方 ､ 同 じ 条 件 下 ､ 低 濃 度Na＋ 培 地 (2 ET Y培 地 ;10 - 15m凹 N年
＋
,230m凹
E＋)で 増 殖 さ せ た 場 合 ､ Na' 輸 送 描 性 は 9 .9 n m ole s/min pe r mg
proteinで あ り高 濃 度Na＋ 培 地 で 増 殖 さ せ た 場 合 の 輸 送 活性 の 約
1/6で あ っ た(F ig. 4)｡
さ ら に ､ 小 林 ら ` 3
.5 'に よ り 分 離 さ れ たH十 - AT Pa s e欠 損変 異株 で ､
プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 で き な い ÅS2 5株 を 用 い て Na ' 輸 送 に つ
■
い て
解 析 を 行 な っ た ｡ A S2 5珠 を 低 濃 度Na＋ 培 地 で 増 殖 さ せ た 場 合Na＋
輸 送 清 性 は2 1. 1 rl m Ole s/min pe r 血g pr Oteinで あ っ た が ､ 高 濃
度 Na ＋ 培 地 で 増 殖 さ せ た 場 合 ､ Na ＋ 輸 送 繕 性 は 95. 0 n m ole s/汎in
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per mg pr oteinで あ り 低 洩 度 Na ' 培 地 で 増 殖 さ せ た 場 合 の 輸 送描
性 よ り 約4倍 上 昇 し た(FI古. 5)a Na＋ 輸 送 括 性 の pfI依 存 性 に つ い て
検 討 し た ｡ 高 濃 度Na' 培 地 で 増 殖 さ せ た 場 合 の Na＋ 輸 送 晴性 は p托
8 . 5 で最 も 高 か っ た(F ig . 6)｡
次 に ､ 細 胞 膜 小 胞 を 用 い て Na ＋ 輸 送 に つ い て 検 討 し た ｡ 細 胞膜
小 胞 は ､ 小 林 ら ( 3:ラ:' の 方 法 に 従 い フ レ ン チ プ レ ス 法 に よ り 膜 内
外 の 方 向 性 が 生 菌 と は 逆 に な っ た ､ 反 転 膿 小 胞 を 調 製 し た｡ 生
菌 で は ､ Ⅳa ＋ は 排 出 さ れ る が ､ 反 転 膿 小 胞 で は 膿 の 方 向 性 が 逆 の
た め ､ Na＋ は 膜 小 胞 内 に 取 り 込 ま れ る ｡ 高 濃 度Na
＋ 培 地 で 増 殖 さ
せ た 後 ､ 調 製 し た 反 転 膜 小 胞 で AT P依 存 の 高 い Na十 輸 送 括 性を 検
出 し た(F ig . 7)｡ 反 転 腰 小 胞 内 に は ､ 外 液 に 対 し て 約2 0培以 上 の
打a･ 濃 度 勾 配 が 形 成 さ れ て い た ｡ 一 方 ､ 低 濃 度Na･ 培
■
地 で 増殖 さ
せ た 後 ､ 調 製 し た 反 転 膿 )j＼ 胞 で はA T P依 存 の Na＋ 輸 送 括 性 は 低 く
ほ と ん ど 検 出 で き な か っ た(Fig . 7)｡ 反 転 膜 小 胞 内 へ の Na
' の 取
り 込 み は ､ Na＋ の イ オ ノ フ ォ ア で あ る モ ネ ン シ
'
ン で 完 全 に 阻 害 さ
れ た ｡
以 上 ､ 野 生 株 並 び にA S2 5株 を 用 い た 検 討 よ り プ ロ ト ン 駆動力
非 存 在 下 ､ 高 津 度封a十 環 境 で 星
■
. 地 はNa十 輸 送 活 性 を 上 昇 さ
せ ､ 細 胞 内Ⅳa十 濃 度 を 維 持 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た ｡
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第3節 Na ＋ 輸 送AT Pa s eに つ い て
墨. 地 の Na
' 輸 送 系 は ､ AT Pに よ り 駆 動 さ れ る こ と が 明 ら
か に な っ て い る ( ‥3 日 ･ 3 1 ) ｡ し た が っ て ､ 先 の プ ロ ト ン 駆.動 力 非 存
在 下 ､ 高 濃 度 Na ' 環 境 下 で の Na 十 輸 送 清 性 の 上 昇 は ､ Na ＋ 輸送 系 に
関 与 す る AT Pa s e括 性 の 変 動 に 基 づ く も の と 考 え ら れ る B 198 2年
He efn e rら
■: 4 e` ) に よ り 野 生 株 の Na ＋ 輸 送A T Pa s e(Na ♯ - AT Pa s e)が 同
定 さ れ た ｡ 彼 ら. は ー Na' - AT Pa se括 性 検 出 の た め ､ 膜 小 胞 をD CCD
処 理 後 ､ Va n adateと E GT Aで 処 理 し ､ 1. 7 ±0.3 n m ol p i/m上n pe r
mg pr oteinの 非 常 に 低 い 汚 性 を 検 出 し た ｡ 彼 ら が 検 出 し た村a' -
AT Pas e滴 性 は 非 常 に 低 く ､ そ の 後 の 解 析 が 進 ん で い な い ｡ 本 研
究 で は ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 高 濃 度Na ' 環 境 下 で Na＋ 輸 送 括
性 が 上 昇 す る こ と を 見 い だ し ､ そ れ に と も な い 高 い Na ＋ - AT Pa s e
汚 性 が 検 出 で き る と 考 え ら れ た ｡
野 生 株 を 高 濃 度Na' 培 地 並 び に 低 濃 度Na ' 培 地 で 増 殖 さ せ た 後､
膜 小 胞 を 調 製レAT Pa s e括 催 を 測 定 し た ｡ し か し ､ い ず れ の 培 地
で 増 殖 さ せ た 場 合 に もNa ＋ に よ り 促 進 さ れ る ÅT Pa s e括 性 は 検 出 で
き な か っ た ｡ 本 研 究 で 用 い た 潮 定 方 法 で は ､ 膜 +＼ 胞 をDC CDで 処
理 し た 後 の A T Pa s e描 性 が 1 6 0n m ol/阻in pe r mg pr otein で あり ､
He efn e rら が 報 告 し たNa' - A T Pa s e措 性 は 低 く 裸出 で き な い ｡
次 に ､ 培 地 に CC CPを 添加 し 野 生 株 を プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 で
き な い 条 件 下 で 増 殖 さ せ た 場 合 の Na ' - A TPaseに つ い て 検 討 し た ｡
プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 ､ 高 濃 度Ⅳa十 培 地 で 増 殖 さ せ た 後 ､ 調
製 し た 膜 小 胞 で ､ Na ' に よ り 促 進 さ れ る AT Pas e括 性 を 検 出 し た ｡
描 性 はpf18. 5で 最 も 高 く4 7. 1 士 2. 1rl m OI P i/min pe r mg pr otein
で あ っ た(F ig . 8)o ATPase括 性 は25m班 Na 十 で 飽 和 し ､ Na ' に 対 す
- 21-
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る Em億 は 6 . 8m出で あ っ た ｡
一 方 ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 ､ 低 濃 度Na
十
培 地 で 増 殖 さ せ た
場 合 に は ､ Na 十 に よ り 促 進 さ れ るA T Pa s e措 性 は 検 出 で き･な か っ た
(F ig . 8)｡ 以 上 ､ 野 生 株 を プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 ､ 高 濃 度Na
'
培 地 で 増 殖 さ せ た 場 合 ､ Na＋ に よ り 促 進 さ れ る A T Pa s e括 性を 検 出
し た ｡
次 に ､ AS 2 5株 を 用 い
l
て 検 討 し た ｡ A S2 5株q)細 胞 質 膿 に存 在 す
る 全 AT Pa s e晴 性 は ､ 野 生 株 の 全 A T Pa s e清 性 の 約3 0Ⅹで あ る ( 3 5) ｡
AS 2 5株 を 高 濃 度Na ＋ 培 地 な ら び に 低 濃 度Na ' 培 地 で 増 殖 さ せ ､ 膜
小 胞 を 調 製 し て AT Pa s e活 性 を 調 べ た ｡ AT Pa s e描 性 は ､ わず か に
残 存 す る E＋ - A T Pa s eを あ ら か じ め0 . 2m凹 D､C CDで 阻 害 し た 後 に測 定
し た . Tab le - 2 に 示 す よ う に 高 濃 度Na 十 培 地 で 増 殖 さ せ た後 ､ 調
製 し た腰 小 胞 で Na＋ に よ り 促 進 を 受 け る AT Pa s e汚 性 が 検 出 さ れ た ｡
そ の 活 性 は6 2. 1±5 . 9n m oI P i/机in pe r mg pr otein で あ っ た . 一
方 ､ 低 濃 度 Na＋ 培 地 で 増 殖 さ せ た 後 調 製 し た 膜 小 胞 で は ､ Na
＋ に
よ るA T Pa s e活 性 の 促 進 効 果 は は と ん ど な か っ た(Tab le - 2)｡ ATP
a s e措 性 の 至 適pHは8. 5で あ り(F ig . 9)､ 25m凹 Na
＋
に よ り そ の 描 性
は 飽 和 し(F ig . 10)､ Na＋ に 対 す るKm値
●
は 4. 6氾放で あ っ た ｡
S. fe a c al is に は ､ 2種 類 の イ オ ン 輸 送AT pa s eが 存 在 す る こ と が
報 告 さ れ て い る ｡ 1 つ は ､ D C CD感 受 性 の H' - AT Pas e( 8 2 :' で あ り ､
他 は ､ Va n adate感 受 性 の E＋ - AT Pa s e( 5 1, 5 2 )で あ る ｡ 先 の Na
＋ に よ
り 促 進 さ れ る AT Pa s e活 性 は ､ D C CI),Va n adateに 対 し て と も に 非感
受 性 で あ っ た ｡ 一 方 ､ H' - AT Pa s eの 至 適p耶ま6 . 5で あ り ( 5 含)､ 25
m班 Na' を 漆 加 し て も そ の 活 性 の 上 昇 は み ら れ な か っ た ｡ さ ら に ､
Na ＋ に よ り 促 進 さ れ る AT Pa s e措 性 は E＋ を 添 加 し て も 活 性 上 昇 は み
-23-
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ら れ な か っ た ｡ し た が っ て ー Na
十 に よ り 促 進 さ れ る AT Pa s eの 諸 性
質 は 明 ら か に H十 - A T Pa s eや E＋ - AT Pa s eと 異 な っ て お りNa＋ - AT Pa s e
で あ る と 考 え ら れ る ｡
以 上 の 検 討 よ り ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 ､ 高 濃 度Na' 環 境 下
に お い て 旦.£旦B B Aii_&はNa
'
- A TPa s eを 誘 導 しNa ＋ 輸 送 括 性 を 上 昇 さ
せ る こ と が 明 ら か に な っ た ｡
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第4節 E＋ 輸 送 に つ い て
墨. 地 に は ､ 2種 類 の K＋ 輸 送 系 が あ る こ と が 報 告 さ れ て い
る . 一 つ は ､ 通 常 機 能 し て い る AT Pと プ ロ ト ン 藤 動 力 の 両 方 を 必
要 と す る 輸 送 系(TrkA糸)` 3泣 :
I
. 他 は ､ 小 林 ら `4 9 'に よ りAS25珠
で 見 い だ さ れ た ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 に は よ ら ずATPあ る い はATPの
代 謝 産 物 に よ り 駆 動 さ れ る 輸 送 系(E dp糸)で あ る ｡ プ ロ ト ン 駆 動
力 非 存 在 下 で はTrkA糸 は 機 能 で き ず ､ こ の よ う な 条 件 下 で の 生
育 は 培 地 E＋ 濃 度 に 影 響 さ れ る と 考 え ら れ た ｡ し か し ､ 先 の 結 果
よ り プ ロ ト ン 駆動 力 非 存 在 下 で の 増 殖 は 培 地 K
＋ 濃 度 に 影響 さ れ
な か っ た ｡ そ こ で ､ プ ロ ト ン 駆 動力 非 存 在 下 で の 生 育 に お け る
K＋ 輸 送 に つ い て 検 討 し た ｡
野 生 株 を C CC P存 在 下 で ､ X十 濃 度 の 低 い 培 地 で 増 殖 さ せ た 場合 ､
プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ ら ず ､ AT Pに よ り 駆 動 さ れ るK＋ 輸 送 清 性が 検
出 さ れ た(Table - 3)｡ こ の 輸 送 活 性 に は Na
＋ が 必 要 で あ り ､ Rb十 は
輸 送 し な か っ た(Table - 3)｡ 小 林 ら の 報 告 に よ る と ､ E dp系 はAS
2 5株 を E＋ 濃 度 が 低 い 倍 地 で 増 殖 さ せ た 場 合 に.発 現 し ､ そ の 輸 送
清 性 にNa ＋ を 必 要 と し ､ E b十 は 輸 送 し な い ( 49 ) こ と が 示 さ れ て い
る ｡ し た が っ て ､ 野 生 株 を ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 ､ 低濃 度
E＋ 培 地 で 増 殖 さ せ た 場 合 に 検 出 し た E＋ 輸 送 系 の 性 質 は ､ Kdp系の
佳 質 と - 鼓 し た ｡
以 上 の 検 討 よ り ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 ､ 低 濃 度K＋ 環境セ
旦.fABiaii1は ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 に は よ ら ずA TPに よ り 駆動 さ れ る
K＋ 輸 送 系 で あ る E dp系 を 発 現 さ せ 細 胞 内E＋ 濃 度 を 維 持 し て い る こ
と が 明 ら か と な っ た ｡
- 28-
Tab le- 3 . Ac c u m ulatio n of K＋ by wild- ty pe str ain a .
K' - a c c Ltm ulatio n
25mM NaCl
＋
(〟 m ole s/mg
0.06
0.8 8
pr otein)
aCells w e r egr o wn on low - E
＋
m ed iu m(Nav y
pr e s e n c e of 20FLM C C CP. K
'
- a c c u m ulatio n
de s cribed in the text.
- 29-
m ed ium) in the
w a s m e a s u r ed a s
第5節 ア ミ ノ 酸 輸 送 に つ い て
栄 養 培 地 を 用 い た 検 討 よ り 細 胞 内Na
十
､
K＋ 濃 度 を 維 持 す る た め ､
Na 十 ー K
' の 輸 送 を 補 充 す る 機 構 が 存 在 す る こ と が 明 ら か にな っ た｡
次 に ､ 菌 の 生 育 に 必 要 で あ る 栄 養 素 の 輸 送 に つ い て 合 成 培地 を
用 い て 検 討 し た ｡
旦･ faecal isの 生 育 に は ､ ス レ オ ニ ン が 必 須 で あ っ た ｡ ス レ オ
ニ ン 輸 送 系 は プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ る こ と が 明 ら か に
さ れ て い る
.: 2 5･ )
｡ そ こ で ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で の 生 育 に
お け る ､ ス レ オ ニ ン 輸 送 に つ い て 以 下 の 検 討 を 行 な っ た ｡ 通 常
は ､ 培 地 に 2〟 g/ml以 上 の ス レ オ ニ ン が 存 在 す れ ば生 育可能 で
あ り ､ 最 適 増 殖 に 必 要 な ス レ オ ニ ン 量 は 10p g/mlで あ っ た(Fig
. l l)｡ 一 方 ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形成 で き な い 条 件 下 で 増殖 す る
た め に は ､ 6 p g/軌1以 上 の ス レ オ ニ ン が 必 要 で あ り ､ 最 適 増殖 に
必 要 な 量 は 10 0JL g/ml であ っ た(Fig. l l)｡
し た が っ て ､ 培 地 に6〟 g/ml以 上 の ス レ オ ニ ン が 存 在 す れ ば ､
ス レ オ ニ ン 輸 送 系 が 機 能 し な い 条 件 で も ､ 生 育 に 必 要 な ス レ オ
ニ ン 量 は 確 保 さ れ る ｡ し か し ､ 培 地 ス レ オ ニ ン 量 が 6〃 g/ml以 下
で 極 端 に 少 な い 場 合 ､ 菌 の 生 育 に 必 要 な ス レ オ ニ ン 量 を 確保 す
る た め ス レ オ ニ ン 輸 送 系 は 必 須 で あ り ､ そ の 駆 動 力 は プ ロ ト ン
輸 送 系 に よ り 形 成 さ れ る ｡
-30-
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wi l d- type str ain .
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第6節 細 胞 内pH調 節 に つ い て
蔓･fa e c al isの プ ロ ト ン 輸 送 系 の 役 割 と し て プ ロ ト ン 駆 動力 の
形 成 と と も に 紳 胞 内 pH の調 節 が 挙 げ ら れ る ｡ 細 胞 内pRは H
'
- ATP
a s eに よ る H' の 排 出 に よ っ て 調 節 さ れ て い る こ と が 明 ら か に さ れ
て い る ( 3 5, 5 3 'o イ オ ノ ブ オ ア 一 存 在 下 で 旦. 地 旦を 一 晩 増殖
さ せ た場 合 ､ AT Pa s e括 性 が 上 昇 す る こ と を 見 い だ し た ｡ こ の と
き 培 地 pfIはpt16.0付 近 ま で 低 下 し て お り ､ AT Pa s e描 性 の 上 昇 は細
胞 内p日の 低 下 に よ る と 考 え ら れ た ｡ そ こ で 以 下 の 検 討 を 行 な っ
た ｡
イ オ ノ フ ォ ア 存 在 下 に ､ pH 7. 4- 7 . 2 の間 で 増 殖 さ せ た 場合 の
ÅT Pa s e描 性 をTab le - 4に 示 し た ｡ ダ ラ ミ シ ジ ンD存 在 下 で 増殖 さ
せ た 場 合 ､ AT Pa s e括 性 が 4倍 以 上 上 昇 す る こ と を 見 い だ し た｡ グ
ラ ミ シ ジ ンD同 様 ､ CC C P存 在 下 で 増 殖 さ せ た 場 合 に も ､ ATPa s e活
性 は 3倍 以 上 上 昇 し た(Tab le - 4)｡ 膜 分 画 同 様 ､ 粗 抽 出 分 画 で も
A T Pa se滴 性 は 上 昇 し た(Tab le - 4)｡ A TPa se描 性 測 定 時 に ､ ダ ラ ミ
シ ジ ンDあ る い はC C CPを 添 加 し て も ､ 措 性 に 変 化 は な か っ た ｡. さ
ら に ､ 粗 抽 出 分 画 か ら 膜 分 画 へ の ATPa s e回 収 率 は ､ ダ ラ ミ シ ジ
ン D存 在 下 ､ 非 存 在 下 で 増 殖 さ せ た 場 合 に 変 化 は な か っ た ｡ し た
が っ て ､ AT Pase描 性 の 上 昇 は ､ 膜 分 画 調 製 時 に お け る AT Pas eの
回 収 率 の 変 化 で は な い こ と が 確 か め ら れ た ｡
次 に ､ 上 昇 し たÅT Pa s eの 性 質 に つ い て 検 討 し た ｡ イ オ ノ フ ォ
ア 一 存 在 下 で 増 殖 さ せ た 場 合 に 上 昇 し た ATPa se汚 性 の 至適p耶ま
6 . 5で あ り ､ 通 常 検 出 さ れ る AT Pa s eの 至 通pnと 一 致 し た(Table -
s)o ま た ､ ダ ラ ミ シ ジ ンD存 在 下 で 増 殖 さ せ た 場 合 に 上 昇 し たA
T Pa s eと ダ ラ ミ シ ジ ンD非 存 在 下 で 増 殖 さ せ た 場 合 に 検 出 さ れ る
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Tab le - 4 . E qe ct o nATPa s e a clivily orthe ad dition of
pr olo n opho r e slo thegr owth m ediu m
d
Fr a ctio n Drug added
A T Pas e a clivily
(U/mg orpr otein)
Me mbr a n e
Cr ude e xtr a ct
No n e
Gr a micidin D
C C P
No n e
Gr a micidin D
CC CP
1.90
8.51
5.86
0.2!)
1.12
0.93
4 S.fa e c aIJ
'
s w asgr ow n o n m ediu m2 K T Y, pH 7.4, c o ntainingthe
indic ated dn lgS a nd harvested when the pH orthe m ediu m had
de cre asedlo 7.2. asdesc ribedin the lcxl. T he c o n c e nlralio n s or
gr amicidin D a nd C CC Pw e r e4l上g/ml a nd 2Ol⊥M l r e SPe CLiv ely･
T he m e mbr a n e a nd c rude e xlr a cl Fr a ctio n s w e re pr epa r ed, a nd
A T Pase a ctivity w as a s s ayed a sde s c ribedinltl ele xl.
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Tab le - 5. Cha r a cte riz at io r1 0f ba s al a nd in c r e a s ed ATPa s e of
S. fa e c al isa .
Optim u m
p日
Ba s a1 6 .5
In c r e a s ed 6.5
aS .fa e c al is
the pr e s e n c e
ha r v e sted whe n
a s de s c ri bed
pr epa r ed,la nd
Kmb Vm a xb
(mM) (JL m Ole s
1. 7
1. 7
W a S gr o w n
a rid abs e n c e
the pH of the
in the te xt.
2 .8
9 .5
Pi/min)
o n m ed iu m
Inh ib itio n
by D CCD
■〇(Ⅹ)
2 6. 4
2 2. 6
2 RT Y, pH7.4, in
of gr a micid in D(4JL g/ml) a nd
m ediu m had de c r e a s ed to 7. 2,
T he m e mbr a n e fr a ctio n w a s
A TPa s e a ctivi ty w a s a s s ayed a s de s cribed in
t he te xt.
bT he Km v alu e s fo r
fr o mdo ub le r e cipr o c al
w a skept c o n sta nt at 1.
cA TPa s e a ctivity 甘a S
pr e s e n c e a nd abs en c e
te xt.
AT P a nd Vtn a x w e r edete r min ed
plots . T he r atio of AT P to 凹gC 12
a s s ayed af te r pr ein c ubatio n
of D CCD(O. 2mM) a s de s c ribed
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in the
in the
A T Pa s eは 共 にD CC Dに よ り 阻 害 さ れ た(Tab le - 5)｡ さ ら に ､ 上 昇 し
たAT Pa s eと 通 常 検 出 さ れ る AT Pa s eの AT Pに 対 す る Em億 は 同 じ で
1. 7 mM であ っ た(Tab le - 5)｡
墨. 地 の 細 胞 質 膜 に はH十 - AT Pa s e以 外 に Na ＋ - AT Pase( 4 e')
K＋ - A T Pa s e( 5 1 ･ 5 2 )が 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る ｡ 村a＋ - AT Pa
s e､ E＋ - A T Pa s eは D CC Dに よ り 阻 害 さ れ ず ､ そ の 活 性 はfl' - AT Pa s e
措 性 に 比 べ 非 常 に 低 い ｡
以 上 の 結 果 よ り ､ イ オ ノ フ ォ ア 存 在 下 で 増 殖 さ せ た 場 合 に ､
fl＋ - A T Pa s e描 性 が 上 昇 す る こ と が 明 ら か に な っ た .
次 に H' - AT Pa s e描 性 の 上 昇 が プ ロ ト ン 駆 動 力 に 依 存 し て い る の
か ､ あ る い は 細 胞 内p耶こ 依 存 し て い る の か を 明 ら か に す る た め
以 下 の 検 討 を 行 な っ た ｡
ま ず ､ イ オ ノ フ ォ ア 存在 下 ､ 非 存 在 下 で 増 殖 さ せ た 場合 の 細
胞 内pHを 測 定 し た ｡ 結 果 を F ig . 12 Aに 示 し た ｡ グ ラ ミ シ ジ ンI)非
存 在 下 で 増 殖 さ せ た廟合 ､ 卵 胞 内 は ､ 外 部p出 7. 0 - 8. 0の 間 でp丘
7 . 6- 7. 8に 調 節 さ れ て い た ｡ 一 方 ､ ダ ラ ミ シ ジ ン D存 在 下 で 増 殖
さ せ た 場 合 ､ 細 胞 内p耶ま調 節 さ れ ず ,
'
い か な る 外 部 pHで も ､ 外
部 pHよ り0 ･ 4ptlu ni t低 か っ
.
た(F ig . 12 A)｡
ダ ラ ミ シ ジ ンD存 在 下 で 増 殖 さ せ た 喝 合 ､ 外 部p打が 8 . 0以 下 で
細 胞 内 が pE 7. 6以 下 に 低 下 す る とB＋ - ATPa s e活 性 が 上 昇 し た(F ig
. 1 2B)｡ 外 部 が p8 8. 0以 上 で は ､ ダ ラ ミ シ ジ ン D 存 在 下 ､ 非 存 在
下 で 増 殖 さ せ て も H＋ - AT Pa s e描 性 の 上 昇 は み ら れ な か っ た(F ig.
1 2B)｡ 外 部 が pf18. 0以 上 で は 紳 胞 内pHは ダ ラ ミ シ ジ ンDに よ り 影
響 さ れ ず ､ ま たH＋ - A T Pa s e活 性 は ダ ラ ミ シ ジ ンD存 在 下 ､ 非 存 在
下 で 増殖 さ せ て も 変 化 は な か っ た(F ig . 12)｡ C CC P存 在 下 で 増殖
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さ せ た 場 合 に も 同 じ 結 果 が 得 ら れ た . 一 方 調 べ た い か な るp耶こ
お い て も ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 は ダ ラ ミ シ ジ ン Dあ る い は C CCP存在 下
で 解 消 し て い た ｡
以 上 の 結 果 よ り ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で 紳 胞 内pH カ音7 .6以
下 に 低 下 し た 場 合H＋ - A T Pa s e活 性 が 上 昇 す る こ と が 示 さ れ た ｡
イ オ ノ フ ォ ア - 非 存 在 下 で は pH 7. 3 - 8 . 5 の間 で 増 殖 さ せ た 場
合 ､ H＋ - A T Pa s e活 性 に 変 化 は な か っ た(F ig . 1 2B)｡ し か し ､ 外 部
が pt17.0以 下 に な る と 細 胞 内 pHは 徐 々 に 低 下 し ー そ れ に と も な い
fl＋ - A T Pa s e活 性 が 上 昇 し た(F ig. 1 2)｡ 一 方 ､ プ ロ ト ン 駆 動力 は ､
p日6 . 0 ､ 7 .3 ､ 8. 6で そ れ ぞ れ - 1 4 0､ - 95 ､ - 50mVで あ り ､ H
十
- AT Pa
se活 性 の 上 昇 は プ ロ ト ン 駆 動 力 の 大 き さ に は 依 存 し な か っ た ｡
し た が っ て 召＋ - AT Pas e括 性 の 変 動 は 細 胞 内p耶こ 依 存 し て お り 細 胞
内 が p耶 . 6以 下 に な る と ､ そ の 活 性 が 上 昇 す る こ と が 明 ら か と な
っ た ｡
以 上 の 検 討 よ り ､ 旦. 地 の 紳 胞 内 ptI調 節 に は月＋ - AT Pa s eに
よ るfl' 輸 送 が 必 須 で あ り ､ 紳 胞 内 を pH7. 6以 上 に 謝 節 で き な い 環
境 下 で は H＋ - A T Pa se描 性 を 上 昇 さ せ ､ 細 胞 内pHの 調 節 を 行 な っ て
い る こ と が 明 ら か と な っ た ｡
- 36-
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考 察
墨. 地 は ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で Na 十 ､ E＋濃 度 に 影 響
さ れ ず 生 育 で き る こ と を 明 ら か に し た ｡
プ ロ ト ン 駆 動力 非 存 在 下 ､ 高 濃 度Na ' 環 境 下 で Na ' 輸 送 汚性 は
上 昇 し ､ そ れ に と も な い Na＋ に よ り 促 進 さ れ る AT Pa s e括 性 を 検 出
し た ｡ 墨_. 辿 の Na
＋ 輸 送 は AT Pに よ り 駆 動 さ れ るNa＋/fl＋ 逆 輸
送 系 で あ る と 考 え ら れ て い る ｡ し た が っ て ､ プ ロ ト ン 駆 動力 非
存 在 下 で はNa ＋ 排 出 の 効 率 が 低 下 し ､ 細 胞 内Na ' 濃 度 が 上 昇す る ｡
こ の よ う な 環 境 下 で ､ Na ' - A T Pa s eの 誘 導 に よ り Na＋ 輸 送 滴性 を 上
昇 さ せ 細 胞 内Na＋ 環 境 を 維 持 し て い る と 考 え ら れ る ｡
1 g 82年 ､ 8e efn e rら く: 4 6 )に よ り 旦. 地 の Na 十 - AT Pa s eが 同 定
さ れ た が ､ そ の 汚 性 は 非 常 に 低 い も の で あ っ た ｡ 本 研 究 で 見 い
だ し たNa' - AT Pa s eは ､ 丑e efn e rら が 報 告 し たA T Pa s eと 同 じ も の で
あ り ､ 本 研 究 で 用 い た 条 件 下 で 描 性 が 上 昇 し た と 考 え ら れ る ｡
本 研 究 で 見 い だ し た Na' - ÅT PLa S eは 活 性 が 高 く ､ 細 菌 の イ オ ン 輸
送AT pa s eの 研 究 に す ぐ れ た 系 で あ る と 考 え ら れ る ｡
星.圭 迎 止j遥を プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 ､ 低 濃 度 K' 培 地 で 増殖
さ せ た 場 合 ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ ら な い K＋ 輸 送 系 が 発 現さ れ た ｡
こ の 輸 送 系 は 小 林 ら
.: 4 9 )に よ り 報 告 さ れ たE dp系 と 考 え ら れ る ｡
近 年 ､ 柿 沼 ら (57 )は こ の E' 輸 送 系 は ､ ATP に より 醸 動 さ れ るNa'
とK十 の 交 換 輸 送 系 で あ る と 報 告 し ･た ｡ プ ロ ト ン 駆 動 力 非存在 下
で は墨. 地 の 細 胞 内Na十 濃 度 は 上 昇 し ､ K' 濃 度 は 低 下 す る ｡
こ の よ う な 条 件 下 で ､ 細 胞 内 イ オ ン 環 境 を 調 節 す る た め ､ Na＋ と
E十 両 イ オ ン に 対 す る 輸 送 系 を 補 充 す る 機 構 を 獲 得 し た と 考 え ら
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れ る ｡ 詳 紳 な 検 討 は 今 後 の 課 遭 で あ る ｡ し か し な が ら ､ 動 物 細
胞 同 様 ､ 細 菌 に もA T P によ り 駆 動 さ れ るNa ＋ と K＋ の 交 換 系 の 存 荏
が 示 さ れ た 点 で ､ イ オ ン 輸 送AT pa s eの 進 化 学 的 観 点 か ら も 大変
興 味 深 い ｡
星.i旦旦旦旦出道の 細 胞 内pHはH＋ - ATPaseに よ る由＋ の 排 出 に よ り 調節
さ れ て い る
l
'
L 3 5･ ･ 5 :3 )
. イ オ ノ フ ォ ア 一 存 在 下 で ､ 細 胞 内 が pB7 .6
以 下 に 低 下 す る と 甘十 o AT Pa s e活 性 が 上 昇 す る こ と を 明 ら か に し
た ｡ 1 97 1年 ､ A br a m sと:Smith( 5 6 )に よ り ､ 低 濃 度 K＋ 環 境 下(0.2,
0 . 4m凹)で H' - A T Pa s e措 性 が 上 昇 す る こ と が 報 告 さ れ て い る ｡ 多く
の 報 告 に よ り ､ 邑.£ 出 の 細 胞 内ptIは 低 濃 度K' 環 境 下 で は 調
節 さ れ ず ､ 通 常 よ り 低 い p8で あ る こ と が 示 さ れ て い る ｡ Abr a m s
と Smith に より 報 告 さ れ たH十 - A T Pa s e描 性 の 上 昇 は ､ 低 濃 度E＋ 環
境 下 に お い て 細 胞 内prIが 調 節 で き な い た め で あ る と 考 え ら れ る ｡
紳 胞 内 を pH 7.6 - 7 . 8に 調 節 で き な い 環 境 下 で は ､ H＋ を 多く 排 出
す る 必 要 が あ る ｡ そ の た め ､ 細 胞 内 を pH7. 6以 上 に 維 持 で き な い
環 境 下 で は ､ H･ - A TPa s e活 性壷 上 昇 さ せ H＋ 排 出 を 補 っ て い る と 考
え ら れ る ｡ 近 年 ､ 鈴 木 は (=3 8 :- H十 - AT P As e活 性 の 上 昇 は 酵 素量 の 増
加 で あ る こ と を 明 ら か に し て い る ｡ 遺 伝 子 発 現 の 調 節 が 細 胞 内
pt=こ よ り 行 な わ れ る こ と を 最 初 に 示 し た 例 で あ る ｡ 今 後 ､ 遺 伝
学 的 研 究 が 進 展 す る こ と が 期 待 さ れ る ｡
-39-
第2章 大 腸 菌 の 生 育 に お け る プ ロ ト ン 輸 送 の 役 割 に つ い て
第 1節 プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で の 大 腸 菌 の 生 育 に つ い て
旦･fa e c al isは 呼 吸 療 を も た ず ､ AT Pは 主 に 解 糖 系 の 基 質 レ ベ ル
の 7) ン 酸 化 に よ り 合 成 さ れ る ｡ 先 の 結 果 は ､ 呼 吸 療 に よ りAT Pを
合 成 し て い る 紳 菌 に も 当 て は ま る の か を 明 ら か に す る た め ､ 大
腸 菌 を 用 い CCCP存 在 下 で の 増 殖 に つ い て 検 討 し た . 大 腸 菌の 細
胞 内 は pfI7. 6付 近 に 調 節 さ れ て い る (:き6 ･ 7 4 , 7 5' と 報 告 さ れ て お り
培 地 の ptIカ1
'
7 . 6付 近 で は 細 胞 内 外 の pH差 は 形 成 さ れ て い な い と 考
え ら れ る o そ こ で ま ず ､ ptI7. 4 - 7. 6の 栄 養 培 地 を 用 い ､ CCCP添 加
後 の 増 殖 に つ い て 調 べ た ｡ 結 果 を F ig . 13に 波 長6 0 0n 臥で の 培 地 淘
度 の 変 化 と し て 記 し た ｡ 大 腸 菌 に は 2種 類 の E
＋ 輸 送 系 が 報告 さ れ
て い る ( 2 2, 2 9 )｡ 1つ は ､ 駆 動 力 と し て プ ロ ト ン 駆 動 力 を 必 要 と
す る Trk A糸 で あ る ｡ 他 は ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 を 必 要 と せ ず ､ AT Pに
よ り 駆 動 さ れ る Edp系 で あ る ｡ 本 研 究 は ､ 大 腸 菌 の 生 育 に お け る
プ ロ ト ン 輸 送 の 役 割 を 明 ら か に す る た め ､ プ ロ ト ン 駆 動力 に よ
り 駆 動 さ れ るE' 輸 送 系 の み を 持 つ 変 異 株 を 用 い て 検 討 し た ｡ ブ
ド ウ 糖 を 含 む 栄 養 培 地 に5 8p 出 CC CPを 添 加 す る と ､ K dp系 欠損 変
異 株T E IO O l株 の 増 殖(Fig . 13; c u r v e1)は 3 0分 間 停 止 し た ｡ そ の
後 ､ 対 数 的 に 増 殖 を 開 始 し ､ そ の 世 代 時 間 は 7 0分
.
で あ っ た ｡ 大
腸 菌 で の A T P合 成 は 呼 吸 鎖 あ る い は 解 糖 系 で 行 な わ れ る ｡ 呼吸 鎖
で の AT P合 成 は ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ る こ と が 明 ら か に さ れ て い
る ｡ し た が っ て ､ 呼 吸 鏡 の 基 質 を 炭 素 源 と し た 場 合 ､ プ ロ ト ン
駆 動 力 非 存 在 下 で は A TPは 合 成 さ れ ず ､ 大 腸 菌 は 生 育 で き な い と
考 え ら れ る ｡ 炭 素 源 と し て 呼 吸 鏡 の 基 質 で あ る コ ハ ク 較 を 用 い
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'
T K IOOl(lin e s1 a nd 2)a nd A Sl(in e3)w e r egr ow n o n rich m ediu m,
a ndturbiditie s at600n m we r e m e a s u r ed a sdesc ribed inthe te xt.
Glu c o s e(lin e s1 a nd3)a nd s odiu m s u c cin ate(lin e2) w e re ad ded.
C C CP(50l⊥M)w a s addedat the pointindic ated bythe a rr ow .
I -4 ト
た 場 合 50LL M CC C P淳 加 に よ り ､ 増 殖 は 完 全 に 阻 害 さ れ た(Fig･
13;cur v e2)｡ a- 1 2珠 由 来 の 他 の 株 で も ､ C C C P添 加 後 増 殖 で き た
が ､ 増 殖 を 開 始 す る ま で の 誘 導 期 間 に 要 す る 時 間 は ､ 菌殊 に よ
り 異 な っ て い た ｡ い ず れ の 珠 で も 炭 素 源 と し て コ ハ ク 較 を用 い
た 場 合5 0JL 推 CC CPに よ り 増 殖 は 完 全 に 阻 害 さ れ た ｡
一 方 ､ C C P存 在 下 で 一 晩 増 殖 さ せ た 場 合 ､ い ず れ の 株 で もCC
c p添 加 後 誘 導 期 間 な し に 増 殖 を 開 始 し た ｡ し た が っ て ､ CCC P添
加 後 の 増 殖 に 必 要 な 適 応 機 構 の 存 在 が 示 唆 さ れ た ｡
c c c p存 在 下 で の 増 殖 に 対 す る 培 地 pH の影 響 に つ い て 調 べ た ｡
p耶 . 5､ 7 . 0で は 増 殖 で き た が ､ p?6. 0 では CC C P添 加 後 ､ 増 殖 は 完
全 に 阻 害 さ れ た(F ig. 1 4)｡ し た が っ て ､ C CC P存 在 下 で の 増殖 は
外 部 pBに 依 存 し て い る こ と が 示 さ れ た ｡
次 に CC C P存 在 下 で の 増 殖 に つ い て 合 成 培 地 を 用 い て 検討 し た .
T K I O O l株 は チ ア ミ ン 要 求 性 株 で あ る の で 合 成 培 地 に 炭 素源 以 外
の 栄 養 素 と し て チ ア ミ ン の み を 涜 加 し た ｡ 栄 養 培 地 同 様､ 合成
培 地 で も ブ ド ウ 糖 を 炭 素 源 と し た 場 合 ､ 50JL 粥 C C C P存 在 下 でTE
I O O l株 は 増 殖 で き た(F ig. 15;c u r v e1)｡ し か し ､ 呼 吸 鎖 の 基質
で あ る 乳 酸(F ig . 15;c u r v e2)､ コ ハ ク 醸(Fig . 1 5;c u r v e3)な ど
呼 吸 鏡 の 基 質 を 炭 素 源 と し た 頃 合 ､ CC C P によ り 増 殖 は 阻害さ れ
た ｡
大 腸 菌 の 増 殖 に お よ ぽ す C C CP濃 度 の 影 響 に つ い て 検 討 し た ｡
2 0p H CCC P存 在 下 で は ､ 炭 素 源 と し て コ ハ ク 醸 を 用 い て も増 殖
可 能 で あ っ た(F ig . 1 6B;c u r v e2). し か し そ の 増 殖 速 度 はC CC P非
存 在 下 で の 増 殖 速 度 の 約1/2で あ う た ｡ 2 0メ川 C C CP では ､ プ ロ ト
ン 駆 動 力 は 完 全 に は 解 消 さ れ て い な い と 考 え ら れ る ｡ コ ハ ク 醸
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6
を 炭 素 源 と し た 場 合4 0メL 凹以 上 の C CC P に より 増 殖 は 完 全 に 阻 害 さ
れ た(Fig . 16 B;c u r v e3)｡ 一 方 ､ 炭 素 源 と し て ブ ド ウ 糖 を 用 い た
場 合4 0p ” CC C P存 在 下 で も 増 殖 で き た(F ig . 16 A;c u r v e2)｡ し か
し ､ 8 0JL 封以 上 の C C CPを 添 加 し た 場 合 ､ 増 殖 は 阻 害 さ れ た(F ig.
16 A;c tl r V e3)｡ 5 0FL” CC C P存 在 下 で 一 晩 増 殖 さ せ た 菌 を 用 い た
場 合 ､ 6 0p M C CC P存 在 下 で ､ 世 代 時 間6 0分 で 増 殖 で き た ｡ 同 じ
条 件 下 で C CC P濃度 を 8 0JL 凹､ 10 0FL凹と 上 昇 さ せ る と 世 代 時間 は そ
れ ぞ れ9 0分 ､ 15 0分 以 上 と 長 く な っ た こ と よ り ､ 高 濃 度 のCCC
.
Pは
菌 に 対 し て 致 死 的 に 作 用 す る と 考 え ら れ る ｡
CC C P存 在 下 で 増 殖 し て い る 菌 で は プ ロ ト ン 駆 動 力 が 形 成さ れ
て い な い こ と を 確 か め る た め ､ 以 下 の 実 験 を 行 な っ た ｡
大 腸 菌 は 外 膜 が あ る た め ､ マ グ ネ シ ウ ム イ オ ン 存 在 下 で は ､
TP P＋ に よ る 膜 電 位 の 測 定 が で き な い ｡ し か し な が ら ､ ASl株 の 膜
の 透 過 性 は 高 い た め
`: 64 ･ 6 5 二〉噂 穂 状 態 で もT PP＋ に よ る 膜 電 位 の 測
定 が 可 能 で あ る ｡ AS l株 もT K1 8 0 1珠 同 様 ､ ブ ド ウ 糖 を 含 む 栄養 培
地 で ､ 5 8jL H C CC P添 加 後 増 殖 で き た(F ig . 13;curv e13)｡ し か し ､
C C C P涼 加 後 ､ 増 殖 を 開 始 す る ま で の 誘 導 期 間 は3時 間 必 要 で あ っ
た . 5 0jL 班 C C C P存 在 下 ､ ブ ド ウ 糖 を 炭 素 源 と し て A Sl株 を 一 晩培
養 し ､ 5 0p 坦 CCC Pを 含 む 新 し い 培 地 で 数 時 間 増 殖 さ せ た 後､ 培
地 に TPP十 あ る い‾は ア セ チ ル サ リ チ ル 酸 を 添 加 し ､ .ろ 過 法 に よ り
膜 電 位 並 び に 腰 内 外 の p托差 を 測 定 し た ｡ C C CP非 存 在 下 で 増 殖 さ
せ た 場 合 ､ フ ィ ル タ ー 上 に 残 存 す る 放 射 括 性 は ､ 4 00,000- 55 0,
0 0 0cpmで あ り ､ 5 0fL 班 C C CP添 加 後 ､ そ の 値 は 約10,0 0 0cpmに 減 少
し た(Tab le - 6)｡ こ の 差 よ り 計 算 す る と ､ 膜 電 位 は - 18 0- - 2 00
mV形 成 さ れ て い た ｡ 5 0FL出 C C C P存 在 下 で 増 殖 さ せ た 場 合 ､ フ イ
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ル タ ー 上 に 残 存 す る 放 射 括 性 は 約10,0 00cpmで あ り ､ さ ら に 5 0
p M C CC Pあ る い はF C CPを 添 加 し て も そ の 値 は ほ と ん ど 変化 し な
か っ た(Tab le - 6)o CC C P濃 度 を 変 化 き せ ､ 形 成 さ れ る 膜 電位 を 謝
定 し た ｡ 20JL H C CC P存 在 下 で は ､ コ ハ ク 酸 を 炭 素 源 と し て も 増
殖 で き た が ､ 膜 電 位 は - 100mV形 成 さ れ て い た(Tab le - 6)｡ 高 濃 度
c c cpに よ り T K IO O l珠 の 増 殖 は 阻 害 さ れ た が ､ 40p 班以 上 のCC CP存
在 下 で は ､ フ ィ ル タ ー 上 に 残 存 す る T P P
＋ の 放 射 描 性 は 同 じ で あ
っ た(Tab le - 6)｡
以 上 の 結 果 よ り ､ 5 0JL 耳 C C C P存 在 下 に 検 出 さ れ た フ ィ ル タ ー
上 に 残 存 す る 放 射 活 性 は ､ T P P' の 菌 へ の 吸 着 に よ る も の と 考 え
ら れ ､ 5 0p H CC C P存 在 下 で 膜 電 位 は 解 消 さ れ て い た ｡
次 に ､ 細 胞 内外 の pB差 に つ い て 検 討 し た ｡ 5 0JL 把 C C CP存在 下
で は ､ pH7. 5で 膜 内 外 の pH差 は 検 出 で き な か っ た ｡ C C C P存在 下で
の 増 殖 は ､ 培 地 の pHを 7. 4 から 6. 2に 変 化 さ せ る と ､ 速 や か に 阻
害 さ れ た ｡ C C C P非 存 在 下 で は 上 記 の 培 地pHの 変 化 に よ る 増殖 阻
害 は み ら れ な か っ た ｡ C CC P9巨存 在 下 で は pH6. 2 で増 殖 し て い る 菌
の 細 胞 内 外 の pH差 は 1pH u nit以 上 形 成 さ れ て い た ｡ し か し ､ 5 0
p H C C CP存 在 下 で は ､ ptI6. 2で 紳 胞 内 外 の p日差 は 検 出 で き な か っ
た ｡ さ ら に ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ る 乳 糖 輸 送系 ( 4 )は ､
5 Op H CC C P存 在 下 ､ pH 7･5で 完 全 に 阻 害 さ れ た(F ig ･ 17)o
以 上 の 結 果 よ りC C CPは プ ロ ト ノ フ ォ ア - と し て 機 能 し て お り ､
大 腸 菌 は プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で も 増 殖 で き る こ と が 明 ら か
に な っ た ｡ 呼 吸 鏡 の 基 質 を 炭 素 源 と し た 場 合 は ､ プ ロ ト ン 駆動
力 非 存 在 下 で は 増 殖 で き ず ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 は 酸 化 的 リ ン 酸 化
に お け る AT P合 成 に は 必 須 で あ る ｡ し か し 炭 素 源 と し て ブ ド ウ 糖
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を 用 い ､ 解 梧 糸 に よ り AT P合 成 が 保 証 さ れ れ ば ､ プ ロ ト ン 駆 動力
を 形 成 で き な い 条 件 下 で も 大 腸 菌 は 生 育 で き る こ と が 明 ら か に
な っ た ｡ そ こ で ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 で き な い 条 件 下 に お け
る 細 胞 内 イ オ ン 環 境 の 調 節 な ら び に 栄 養 素 の 取 り 込 み 機 構を 明
ら か に す る た め 以 下 の 検 討 を 行 な っ た ｡
- 50-
第 2節 Na 十 輸 送 に つ い て
大 腸 菌 の Na ' 輸 送 系 は プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ るNa＋/
R＋ 逆 輸 送 系 で あ る こ と が 明 ら か と な っ て い る (8 - 一 三: ' ｡ し た が っ
て ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在LF で は ､ Na t/n' 逆 輸 送 系 は 機 能 で き
ず ､ 細 胞 内Na 十 濃 度 は 上 昇 す る と 考 え ら れ る ｡ そ こ で ､ プ ロ ト ン
駆 動 力 非 存 在 下 や の 大 腸 菌 の 生 育 に お け るNa ＋ 輸 送 に つ い て 検 討
し た ｡
培 地NaC l濃 度 をこ 変 化 さ せ ､ CC CP添 加 後 の 増 殖 に つ い て 検討 し
た ｡ 結 果 を F ig . 18に 示 し た ｡ 培 地NaC l濃 度 が 1 0 0mH以 下 で は CCC
P添 加 後 の 増 殖 は ､ ほ と ん ど 影 響 さ れ な か っ た(c u r v eト3)｡ 培
地 NaC l濃 度 が 2 00mM の場 合 ､ C C C P揺 加 に よ り 増 殖 は 完 全 に 阻 害さ
れ た(c u r v e4)｡ NaC lに よ る 増 殖 阻 害 の 結 果 は ､ Na2S Od を 用 い て
も 同 じ で あ っ た ｡
'
ま た ､ 20 0mM K C lで は 増殖 は 阻 嘗 さ れ な か っ た ｡
し た が っ て ､ 20 0mM NaC lに よ る 増 殖 阻 害 は ､ 陰 イ オ ン や 培地 浸
透 圧 の 上 昇 に よ る も の で は な く ､ Na ＋ 濃 度 に よ る も の で あ る こ と
が 確 か め ら れ た ｡
以 上 の 結 果 よ り ､ 1 00仙川以 下 の Na ＋ 存 在 下 で は プ ロ ト ン 駆動 力
非 存 在 下 で ー Na＋ 輸 送 系 が 機 能 し な く て も 大 腸 菌 は 生 育 で き る こ
と が 明 ら か と な っ た ｡ し か し ､ 高 濃 度Na十 環 境 下 で は ､ プ ロ ト ン
駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ るNa ' 輸 送 系 に よ りNa ＋ を 排 出 し 生 育 で き
る 細 胞 内Na 十 涼 度 を 維 持 し て い る こ と が 由 ら か と な っ た ｡
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第3節 K
ヰ 輸 送 に つ い て
プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で の 増 殖 に お け るE
十 輸 送 に つ い て 検
討 し た ｡ 大 腸 菌 の 主 なt(
十 輸 送 系 は ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 とATP の両 方
を 必 要 と す るTrkA系
■‥2 2･ 4 7 ‥' と ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 に は よ ら ずAT P
の み に よ っ て 駆 動 さ れ るE dp系 で あ る
.: 2 2･ 2‥3 , 2 9･ 4 ア '
｡ Edp系 は外
部K＋ が 極 端 に 低 い と き 発 現 さ れ る ｡
プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で の 増 殖 に お よ ぽ す 培 地K
＋ 濃 度 の 影
響 に つ い て 調 べ た . K dp系 欠 損 変 異 株 で あ り プ ロ ト ン 駆 動力 によ
り 駆 動 さ れ る K
＋ 輸 送 系 の み を 持 つ T K IO O l株 は 低 漢 度K
' 培 地(10
mM 以 下)で ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存在 下 で 増 殖 で き た(F ig ･1 9)ら
培 地 に5 0m班 E十 を 添 加 し て も ､ C CC P添 加 後 の 増 殖 は 変 化 が な か っ
た(F ig . 1 9)｡ し た が っ て ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で K
＋ 輸送 系
が 機 能 し な い 条 件 下 で も ､ 生 育 に 必 要 な 細 胞 内K
' 濃 度 は 維 持 さ
れ る こ と が 明 ら か と な っ た ｡
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第4節 ア ミ ノ 酸 輸 送 に つ い て
大 腸 菌 に は ､ 個 々 の ア ミ ノ 酸 に つ い て そ れ ぞ れ 輸 送 系 が 存 在
す る ( 2
A :'
｡ エ ネ ル ギ ー 共 役 機 構 よ り ア ミ ノ 酸 輸 送 系 は 2種類 に 分
類 さ れ る ｡ 一 つ は プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ る 輸 送 系 で あ
り ､ 他 は ぺ T) プ ラ ズム 空 間 に 存 在 す る 結 合 タ ン パ ク 質(b ind ing
pr otein)依 存 の 輸 送 系 で あ る ｡ 後 者 の 輸 送 系 の エ ネ ル ギ ー 源と
し て AT P或 は ア セ チ ル リ
■
ン 醸 が 考 え ら れ て い る が ､ い ま だ 明 ら か
に さ れ て い な い ｡
本 研 究 で は ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で の 生 育 に お け る ア ミ
ノ 酸 輸 送 に つ い て 検 討 を 行 な う た め プ ロ リ ン 輸 送 に つ い て 調 べ
た . プ ロ リ ン 輸 送 系 は プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ る こ と が
明 ら か に な っ て い る 二`2
' 4 )
｡ 先 に 合 成 培 地 で プ ロ リ ン を 添 加 し な
く て も ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で 増 殖 で き る こ と を 示 し た(F
ig . 15)｡ CC C p存 在 下 で 増 殖 さ せ た 菌 で も ､ C CC P非 存 在 下 で 増 殖
さ せ た 菌 に お い て も ､ プ ロ リ ン 輸 送 系 は CC CPに よ り 完 全 に 阻 害
さ れ た(F ig . 28)｡ し た が っ て ､ CCCP存 在 下 で 増 殖 さ せ た頃 合 に ､
プ ロ リ ン 輸 送 系 が プ ロ ト ン 駆 動 力 に 依 存 し な く な っ た の で は な
い こ と が 確 か め ら れ た ｡ 以 上 の 検 討 よ り ､ プ ロ ト ン 駆 動力 非 存
在 下 で プ ロ リ '/ 輸 送 系 が 機 能 し な く て も 生 育 で き ､ 大 腸 菌 の 生
育 に は プ ロ リ ン 輸 送 系 は 必 須 で な い こ と が 示 さ れ た ｡
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第5節 細 胞 内ptl調 節 に つ い て
1 97 6年 ､ Pada nら
一:≡;?`' に よ り 大 腸 菌 の 細 胞 内 はp耶 ･ 6付 近 に 調
節 さ れ て い る と 報 告 さ れ た ｡ そ の 後 多 く の 報 告 に よ り ､ こ の こ
と が 支 持 さ れ て き た ｡
本 研 究 で は ､ 紳 胞 内pH調 節 に お け る 討＋ 輸 送 の 役 割 に つ い て 検
討 す る た め 以 下 の 解 析 を 行 な っ た ｡ ま ず ､ 細 胞 内 pB調 節 と生 育
と の 関 係 に つ い て 検 討 し た ｡ 先 に 大 腸 菌 は ､ ブ ド ウ 糖 を 炭 素 源
と し た 場 合C C C P存 在 下■pf17.5 ,7 .0で 生 育 で き た が pH6 . 0で は 生 育
で き な い こ と を 示 し た(F ig . 14). し た が っ て ､ 大 腸 菌 の 生 育 に
は 細 胞 内 pHを 調 節 す る こ と が 必 須 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た ｡ そ
こ で ､ C C CPを 培 地 に 添 加 し 細 胞 内外 の pfl差 を 解 消 し た 場合 の 生
育 に 対 す る 外 部 pH の影 響 に つ い て 調 べ た ｡ CCC P存 在 下 で の 増 殖
速 度 は ､ pH 7. 0以 下 で 急 激 に 低 下 し た(F ig. 2 1)｡ 一 方 ､ ア ル カ T)
性 側 で は C CC P存 在 下 pH 8.5以 上 で 増 殖 で き た(F ig. 2 2)｡ pt18. 5で
プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ り 駆 動,さ れ るT h io m ethyl β
-
gala ctopyr a n
o si deの 輸 送 はCCC Pに よ り 阻 害 さ れ た(Table - 7)｡ し た が っ て ､
pt18.5で C C CPに よ り プ ロ ト ン 駆 動 力 は 解 消 さ れ て い る と 考 え ら れ
る ｡
以 上 ､ C CC Pに よ り 細 胞 内 外 の pH差 を 解 消 さ せ た 場 合 ､ 増 殖 速
度 は 外 部pfI8こ 依 存 し た こ と か ら ､ 生 育 は 細 胞 内ptl に支 配さ れ る
こ と が 示 唆 さ れ た ｡ 細 胞 内pBと 生 育 と の 関 係 を さ ら に 明 ら か に
す る た め 以 下 の 解 析 を 行 な っ た ｡ 野 生 株W 3 11 8珠.は ptI7. 0
- 7. 5で
最 も よ く 増 殖 し た(F ig . 23). 紳 胞 内 pE調 節 に旺
＋ 輸 送 系 が 関与 し
て い る こ と が 報 告 さ れ て い る
.:7 5･ ･ 7 7 ‾ 7 9 )
｡ そ こ で ､ E
＋ 輸 送系 変
異 株T K4 0 5m株 を.用 い ､ 増 殖 に 対 す る 外 部pHと 培 地K
＋ 濃 度 の 影 響
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Tab le- 7. Ac c u m ulatio n of TMG by 邑. s9Il str ain T K IOO la .
TMG- a cc umulatio n
(p m ole s/mg pr otein)
n o n e 3 6. 0
C CCP 0. 9
8Cel ls w e r egr o w n o n rich m ed iu m
58JLM C CC P. 川G- a c c u m ulatio n w a s
pr e s e n c e a nd abs e n c e of 5 0JL班 CC C P
the te xt.
柑G:Th io m ethyl β - gala ctopyr a n o si de
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に つ い て 検 討 し た ｡ 50払拭 E＋ を 含 む 栄 養 培 地 で は T K4 0 5m株 は 野 生
株 と ほ ぼ 同 様 に pB7. 0- 7 .5で よ く 増 殖 し た(F ig . 24). し か し培地
K＋ 漢 度 が 低 い 場 合 ､ T K 4 05mの 増 殖 速 度 は 酸 性 側 で 急 激 に低 下 し
(F ig . 2 4)､ 酸 性 倒 で の 細 胞 内 ア ル カ リ 性 化 に K' 輸 送 系 が 関与 し
て い る こ と が 示 唆 さ れ た . 次 に 細 胞 内pr7を 増 殖 状 態 で 潮 定 し た.
野 生
■
珠 な ら び に K' 輸 送 系 変 異 株 と も ､ 最 も よ く 増 殖 し たpB7.0-
7. 5 で紳 胞 内 は pH7. 2付 近 に 調 節 さ れ て い た(F ig . 25). 増 殖 速 度
が 低 下 す る pH7.0以 下 あ る い は 8 .0以 上 で 細 胞 内 pHは 外 部pBに よ
り 変 動 し た ｡ さ ら に ､ y3 1 10珠 とT K4 05m珠 の 増 殖 速 度 を 細 胞内p
耶こ 対 し て プ ロ ヅ 卜 す る と ､ 細 胞 内 が pH7.0以 下 で 増 殖 速 度 は急
激 に 低 下 し(F ig . 26)､ CC CPを 用 い た 検 討 よ り 得 ら れ た 結果 が 支
持 さ れ た . 以 上 の 結 果 よ り ､ pH 7.5以 下 で の 増 殖 速 度 は 細胞 内p
郎こ 依 存 し て お り ､ 紳 胞 内 を p甘7 .0以 上 に 調 節 す る こ と が ､ 生 育
に は 必 須 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た ｡
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考 察
ブ ド ウ 糖 を 炭 素 源 と し 解 糖 系 に よ り AT P合 成 が 保 証 さ れ れ ば ､
大 腸 菌 は プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で 生 育 で き る こ と が 明 ら か と
な っ た ｡ し か し 呼 吸 鎖 の 基 質 を 炭 素 源 と し た 場 合 プ ロ ト ン 駆動
力 非 存 在 下 で は 生 育 で き ず ､ 呼 吸 鏡 に よ るA 叩合 成 に は プ ロ ト ン
駆･動 力 は 必 須 で あ っ た ｡
1 00h班以 下 の Na寸 環 境 下 で 大 腸 菌 は ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存在 下
で 生 育 で き る こ と を 示 し た ｡ 大 腸菌 の Na ' 輸 送 系 は プ ロ ト ン 駆動
力 に よ り 駆 動 さ れ る こ と よ り1 0 0mH Na十 以 下 で は ､ Na 十 輸 送系 が
蔑 能 し な く て も 大 腸 菌 は 生 育 で き る こ と が 判 明 し た ｡
プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で の 増 殖 に は ､ 数 時 間 の 適 応 過程 の
必 要 性 が 示 唆 さ れ た . 更 に ､ 適 応 機 構 に はE＋ 輸 送 系 が 関与 し て
い る と 考 え ら れ る ｡ T E I OO l株 は ､ C CC P添 加 後 殆 ど 誘 導 期 間な し
に 増 殖 し た が ､ 他 の E' 輸 送 系 変 異 株T K 22 4 8や T E4 0 5p( 2 2, 2 8 二' はC
C Cp添 加 後 増 殖 を 開 始 す る ま で 数 時 間 必 要 で あ っ た ｡ こ れ ら の 結
果 よ り ､ T E IO O l株 は 適 応 機 構 に 関 与 す る 遺伝 子 に 変 異 が 起 き た
可 能 性 が 考 え ら れ る ｡ こ の 点 に つ い て は さ ら に 検 討 が 必 要 で あ
る ｡
T EI OO l殊 に 存 在 す るE＋ 輸 送 系 は TrE A系 とTrK F系 で あ る が ､ 両
輪 送 系 と も プ ロ ト ン 駆 動力 を 必 要 と す る ｡ T E I O O l株 の 増殖 は プ
ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で ､ K十 濃 度 に 影 響 さ れ な か っ た ｡ し た が
つ て ､ 大 腸 菌 の 生 育 に はK＋ 輸 送 系 は 必 須 で な い と 考 え ら れ る ｡
ま たE＋ 輸 送 系 と し て Trg F系 の み が 存 在 す る T K4 0 5m株 の プ ロ ト ン
駆 動 力 非 存 在 下 で の 増 殖 に は 5 0mH以 上 の E＋ が 必 要 で あ っ た . こ
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れ ら の 結 果 よ り ､ TrE A系 はA TPに よ り 駆 動 さ れ ､ プ ロ ト ン 駆 動力
に よ り 調 節 さ れ て い る こ と が 考 え ら れ る ｡ そ し て ､ TrKÅ系 は CC
C Pを 含 む 培 地 中 で プ ロ ト ン 駆 動 力 に 依 存 し な く な っ た 可 能性 が
考 え ら れ る ｡ 詳 細 な 検 討 は 今 後 の 課 題 で あ る ｡
プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 ､ ア ミ ノ 酸 輸 送 系 が 機 能 し な い 条 件
下 で も ア ミ ノ 酸 を 添 加 せ ず に 合 成 培 地 で 大 腸 菌 は 生 育 で き た ｡
大 腸 菌 は 全 て の ア ミ ノ 酸 を 生 合 成 で き る ｡ に も か か わ ら ず 一 食
て の ア ミ ノ 酸 に 対 し て-輸 送 系 が 存在 す る ｡ ア ミ ノ 酸 輸 送 系 の 役
割 に つ い て は 不 明 な 点 が 多 い ｡ 合成 培 地.作 成 時 の 微 量 な ア ミ ノ
酸 の 混 入 は 避 け ら れ な い ｡ ア ミ ノ 酸 輸 送 系 の ア ミ ノ 酸 に 対す る
Em億 が 1jL拘以 下 で あ る こ と を 考 え る と ､ 本 研 究 で の 条 件 よ り さ
ら に 低 濃 度 ア ミ ノ 酸 環 境 下 で の 生 育 に は ､ ア ミ ノ 酸 輸 送 系 が 必
要 で あ る こ と が 考 え ら れ る ｡
大 腸 菌 の 生 育 は ､ pB 7.5以 下 で 細 胞 内 p打に 依 存 し て お り 細 胞 内
が pR 7.0以 下 に な る と 増 殖 速 度 は 急 渡 に 低 下 し た ｡ K＋ 輸 送系 変異
株T K 4 05mの 紳 胞 内pHは 野 生 株 よ り や や 低 く ､ ま た 低 濃 度E十条 件
下 (1 0m柑以 下)で ､ 酸 性 側 で の 増 殖 速 度 が 急 激 に 低 下 し た ｡ K十 輸
送 系 変 異 株 で の 検 討 よ り 細 胞 内 ア ル カ リ 性 化 に K＋ 輸 送 系 に よ る
E＋ の 取 り 込 み が 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た ｡ 細 胞 内 ア ル カ
リ 性 化 の 機 構 に 細 胞 内 へ の E＋ の 取 り 込 み が 必 要 で あ る と い う 報
告 は 多 い ( 7 5 , 7 7
‾ 7 9 :t
｡ 大 腸 菌 の 主 な K' 輸 送 系 は ､ Trk A系 とKdp系
で あ る が ､ Bak ke rと 班a nge rich( ア9 )は ､ Trk A系 ､ E dp系 い ずれ の
輸 送 系 を 介 し て Ⅹヰ が 取 り 込 ま れ て も よ い と 報 告 し て い る ｡ ま た ､
Er ol lとBo othく 7 S )は ､ 細 胞 内 外 の E寸 が 交 換 し て E＋ が 取 り 込 ま れ
る ､ K
＋ の 循 環 で も よ い と 報 告 し て い る ｡ ス フ ェ ロ ブ ラ ス トを 用
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い て ､ pR勾 配 形 成 に 及 ぼ す K' 輸 送 の 影 響 に つ い て 検 討 し た と こ
ろ ､ pE6. 0 でバ リ ノ マ イ シ ン 存 在 下 ､ 5 0m班以 上 の K
' が 存 在 す れ ば､
ス フ ェ ロ ブ ラ ス ト 内 外 の pH差 は 1. 2ptlu nit形 成 さ れ た ｡ ptl勾 配
の 形 成 は シ ア ン 化 ナ ト リ ウ ム ､ tIQNO によ り 阻 害 さ れ 呼 吸 鎖依 存
で あ り ､ PH S. 0- 7 .5で バ リ ノ マ イ シ ン 存 在 下 に 内 部 はpR7.2付近
に 調 節 さ れ て い たこ pB 7.0以 上 で バ リ ノ マ イ シ ン に よ り 十 分膜 電
位 を 解 消 し て も ､ 内 部 が さ ら に ア ル カ リ 性 化 さ れ る こ と は な か
っ た ｡ 大 腸 菌 は ､ 外 膜 が 障 害 と な り 直 接 イ オ ノ フ ォ ア - を 作用
さ せ る こ と が で き な い ｡ 近 年 ､ ポ リ ミ キ シ ンB の誘 導 体 を 添 加 す
る こ と に よ り ､ 菌 を EDT Å, リ ゾ チ ー ム 処 理 し な く て も イ オ ノ フ ォ
ア - を 作 用 さ せ ら れ る こ と が 報 告 さ れ た ( 5 8･ 6 2･ 6 3 )｡ 生 菌 を ポ
リ ミ キ シ ンBで 処 理 し ､ pH7. 5で バ リ ノ マ イ シ ン 添 加 に よ り 膿電
位 を 解消 し て も 細 胞 内 が さ ら に ア ル カ リ 性 化 さ れ る こ と は な か
っ た ｡ し た が っ て ､ 膜 電 位 の 形 成 に よ り 古＋ 排 出 の 効 率 が 低 下 し ､
中 性 付近 で 細 胞 内 ア ル カ リ 性 化 が 阻 止 さ れ る の で は な い と 考 え
ら れ る ｡
以 上 の 検 討 よ り ､ バ T) ノ マ イ シ ン 存 在 下 で K' 輸 送 系 を 介 さ ず
に K十 が 取 り 込 ま れ て も 細 胞 内 ア ル カ T) 性 化 が 行 な わ れ ､ 細胞 内
は 中 性 付 近 に 調 節 さ れ る こ と よ り ､ K＋ 輸 送 系 が ､ ア ル カ リ惟 化
を 調 節 し て い る の で は な い と 考 え ら れ る ｡
ア ル カ リ 性 併 で は C CC P存 在 下 pB8 .5以 上 で 生 育 で き る こ と が 示
さ れ た ｡ ア ル カ リ 性 側 で の 細 胞 内 pH調 節 に つ い て は 不 明 な 点が
多 い o ま ず 問 題 と な る の は ア ル カ リ 性 側 で の 細胞 内p8の 測定 方
法 で あ る ｡ 従 来 ､ メ チ ル ア ミ ン を 用 い た 報 告 が 多 く 出 さ れ て い
た ｡ し か し ､ 大 腸 菌 に は メ チ ル ア ミ ン の 輸 送 系 が 存 在 す る と 報
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告 さ れ て お り (5 9
- 6 1 )
､ 細 胞 内pH の謝 定 に は 適 さ な い と 考 え ら れ
る ｡ ベ ン ジ ル ア ミ ン の 輸 送 系 は 存 在 し な い と 考 え ら れ て お り く7
t5 :■
､ 本 研 究 で は ベ ン ジ ル ア ミ ン を 用 い た ｡ ベ ン ジ ル ア ミ ン の 細
胞 内 へ の 蓄 積 は ､ ア ミ ン に よ り 阻 害 さ れ ず ､ ま た 温 度 依 存性 は
な か っ た こ と よ り ､ ベ ン ジ ル ア ミ ン の 輸 送 系 は な い と 考 え ち れ
る ｡ 一 方 ､ 平 衡 透 析 の 実 験 よ りR NAに 吸 着 す る こ と が 確 か め ら れ ､
細 胞 内pRの 算 出 に は
､
ベ ン ジ ル ア ミ ン の R N Aへ の 吸 着 を 考 慮 し な 汁
れ ば な ら な い ｡
ベ ン ジ ル ア ミ ン を 用 い て 細 胞 内pHを 測 定 し た 結 果 ､ 細 胞内 は
pH 8付 近 で あ っ た ｡ に も か か わ ら ず ､ C C C P存 在 下 ､ プ ロ ト ン 駆動
力 を 形 成 で き な い 条 件 下 で ptI8.5以 上 で 生 育 で き た ｡ ア ル カ リ 性
側 で の 細 胞 内 p口調 節 は 菌 の 生 育 に 必 要 な の で あ ろ う か ｡ ア ル カ
リ 性 側 で 細 胞 内 が pH 8付 近 で あ る の は ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 を 形 成 し
た 結 果 で あ る の か . 今 後 ア ル カ T) 性 側 で の 細 胞 内pH調 節 に つ い
て 詳 紳 な 検 討 が 必 要 で あ ろ う ｡
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細菌 に お け る プ ロ ト ン 駆 動 力 は ､ ATP合 成 ､ 栄 養 素 の 輸 送､ イ
オ ン の 輸 送 ､ タ ン パ ク 貿 の 輸 送 ､ ベ ン 毛 運 動 の 駆 動 力 と し て 使
わ れ ､ 紳 菌 の 生 育 に は 重 要 な エ ネ ル ギ ー で あ る ｡ プ ロ ト ン 駆 動
力 を 形 成 す る プ ロ ト ン 輸 送 系 は ､ 生 体 エ ネ ル ギ ー 変 換 系 と し て
重 要 で あ る と と も に ､ 紳 胞 内 pHを 調 節 す る 役 割 も に な っ て い る ｡
1g 7 7年 ､ Ea r oldとVa n Br u nt:` 4 1) に よ り ､ 旦. 地 の 生 育 に
は ､ プ ロ ト ン 輸 送 系 は 必 ず し も 必 要 で は な い こ と が 報 告 さ れ た ｡
著 者 は 細 菌 の 生 育 に お け る プ ロ ト ン 輸 送 系 の 役 割 を 明 ら か に
す る た め ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で の 星. 払旦旦旦臼旦の Na' ､ K＋ 並
び に ス レ オ ニ ン の 輸 送 と 細 胞 内pH調 節 に つ い て 詳 細 な 解 析を 行
な っ た 結 果 以 下 の こ と が 明 ら か に な っ た( 第1章)｡
(1)プ ロ ト ン 輸 送 系 は ､ Na＋ 輸 送 系 と 共 役 し 細 胞 内Na ＋ 濃 度を 維
持 し て お り ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 高 濃 度Na ＋ 環 境 下 で は Na･
- ÅTPa s eの 誘 導 に よ り Na ＋ 輸 送 浦 性 が 上 昇 し 細 胞 内Na ＋濃 度 が 維持
さ れ る ｡
(2)プ ロ ト ン 輸 送 系 は K＋ 輸 送 系 と 共 役 し ､ 紳 胞 内E＋ 濃 度を 維 持
す る た め に 働 い て お り ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 低 濃 度E＋環 境
下 で は プ ロ ト ン 駆 動 力 に は よ ら ずAT Pに よ り 駆 動 さ れ る K＋ 輸送 系
が 発 現 し 細 胞 内Ⅹ十 濃 度 が 維 持 さ れ る ｡
(3) 低 濃 度ア ミ ノ 酸 環 境 下 で 生 育 に 必 須 な ア ミ ノ 酸 を 輸 送す る
た め の 駆 動 力 を 形 成 す る ｡
(4) 紳 胞 内pHを 調 節 し て お り ､ 細 胞 内 をpE7.6以 上 に 調節 で き
な い 環 境 下 で プ ロ ト ン 輸 送 系 で あ る H＋ - AT Pa s e活 性 が 上 昇 し 細胞
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内pHを 調 節 し て い る ｡
旦･至 辿 同 様 ､ 呼 吸 鎖 を 持 つ 大 腸 菌 も 解 糖 系 の 基 質 を 炭 素
源 と し た 場 合 ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 で 生 育 で き る こ と を 明
ら か に し ､ こ の よ う な 条 件 下 に お け る Na ＋ ､ E＋ 並 び に プ ロ リ ン の
輸 送 と 細 胞 内 ptl調 節 に つ い て 詳 細 な 解 析 を 行 な っ た 結 果 以 下 の
こ と が 明 ら か に な っ た( 第2章)｡
(1) 解 糖 系に よ りIAT P合 成 が 保 証 さ れ れ ば ､ プ ロ ト ン 駆動 力 非
存 在 下 で 生 育 で き る が ､ 呼 吸 鎖 で の A T P合 成 に は プ ロ ト ン駆 動 力
が 必 須 で あ る ｡
(2)プ ロ ト ン 輸 送 系 はNa＋ 輸 送 系 と 共 役 し 細 胞 内村a ＋ 濃 度 を 維 持
し て い る と 考 え ら れ ､ プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下Na ＋ 輸 送 系 が 機能
で き な い 条 件 で の 生 育 は 培 地 Na＋ 濃 度 に 規 定 さ れ る ｡
(3) 低 濃 度E＋ 環 鎗(5 - 18mM)で プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下g' 輸 送系
が 機 能 し な く て も 生 育 で き る ｡
(4)プ ロ ト ン 駆 動 力 非 存 在 下 ア ミ ノ 酸 輸 送 系 が 機 能 し な く て も
生 育 で き る ｡
(5) 細胞 内 pE調 節 は 生 育 に 必 須 で あ り ､ 細 胞 内pH調 節 に は プ ロ
ト ン 輸 送 系 が 必 要 で あ る ｡
従 来 ､ 細 菌 の 生 育 に は プ ロ ト ン 駆 動 力 が 必 須 と 考 え ら れ て き
た ｡ 本 研 究 の 結 果 は ､ 化 学 浸 透 説 を 否 定 す る も の で は な い が ､
少 な く と も プ ロ ト ン 駆 動 力 に よ り 駆 動 さ れ る 輪
■
送 系 が 機 能 で き
な い 条 件 下 で も 紳 菌 は 生 育 で き る こ と を 明 ら か に し た ｡
本 研 究 の 結 果 は ､ 細･菌 の 生 育 に 対 す る エ ネ ル ギ ー 依 存 の 輸 送
系 の 役 割 に つ い て 重 要 な 知 見 を 与 え る も の と 考 え る ｡
- 71-
本 研 究 の 内 容 は 以 下 の 論 文 に 発 表 し た ｡
N. K in o sh ita , T. Un e m oto , a nd fl.Eobayashi (1 9 84) Sod iu n-
Stim ulated ATPa s e in Str epto c o c c u s fa e c al is . I.
Ba cte riol. 15 8:84 4- 84 8.
”-. E in o sh ita , T . Un e m oto , a nd H. Eobaya sh i(1 98 4) Pr oto n
稚otiv e Fo r c els Not O b l igato ry fo r Gr o wt hof Es chr rich ia
c oli. ∫. Ba cte riol . 16 0:1 0 74- 10 7 7.
E･ Eobaya sh i, T . Su z uk i, N. E in o sh ita , a nd T. Un e m oto (1g 84)
Ampl if ic atio n of the Str epto c o c c u sfa e c alis Pr oto n-
Tr a n slo c at ing A T Pa s eby a I)ec r e a s ein Cytopla s mic pfI. I.
Ba cte riol. 15 8:1 15 7- 1 168 .
【参 考 論 文】
補 正 道 ､ 千 見 守 徹 ､ 書 多 和 子 ､ 木 下 宣 祐 ､ 鈴 木 信 夫 ､ 平 良直 税､
1 9 86核 酸 塩 基 生 合 成 初 段 階 の 調 節 と そ の 異 常 : ホ ス ホ リ ポ シ
ル ビ ロ リ ン 酸 合 成 の 酵 素 制 御 ｡ 厚 生 省 特 定 疾 患 酵 素 調 査 研 究班
昭 和 6 0年 度 研 究 業 績 集 ､ 1 0 2- 107.
石 嵩 純真 ､ 喜 多 和 子 ､ 木 下 宣 祐 ､ 鎗 禾 倍 夫 ､ 橘 正 道 ､ 1987.細胞
の 増 殖 刺 激 後 の 初 期 応 答 - ヌ ク レ オ チ ド 合 成 の 上 昇 と そ の 機序
Uric Aci d Re s e a r ch 主上,No.1,5 3,
- 72-
謝 辞
本研 究 を 行 な う に あ た り ､ 終 始 御 指 導 ､ 御 助 言 を 賜 り ま し た
千 葉 大 学 薬 学 部 畝 本 力 教 授 ､ 小 林 弘 助 教 授 に 心 よ り 感 謝 申 し 上
げ ま す ｡
ま た ､ 多 く の 御 指 導 ､ 御 助 言 を 賜 り ま し た 千 葉 大 学 薬 学部 五
十 嵐 - 衛 教 授 ､ 徳 田■元 博 士 ､ 柿 沼 書 己 博 士 に 深 く 感 謝 申 し上 げ
ま す ｡
ま た ､ 数 々 の 御 協 力 を 戴 き ま し た ､ 元 千 葉 大 学 生 物 措 性 研 究
所 生 体 膜 研 究 部 ､ 並 び に 酵 素 化 学 研 究 部 ( 現千 葉 大 学 薬 学 部 膜
機 能 学 研 究 室 ､ 並 び に 臨 床 化 学 研 究 室) の 方 々 に 感 謝 い た し ま
す ｡
貴 重 な 菌 株 ､ 薬 品 を 御 分 与 下 さ い ま し た 諸 先生 方 に 御 礼 申 し
上 げ ま す ｡
- 73-

部の敬箕
i . 実 験 材 料
(1) 使用 し た 菌 株
i . Str epto c o c c u sfa e c al is
野 生 株ATC C9790と ､ 小 林 ら ( 4 9 )に よ り 分 離 さ れ たH＋ - AT Page
欠
`
損 変 異 株 ÅS2 5を 用 い た ｡
i i. 大 腸 菌
東 京 大 学 山 登 博 士 よ り 分 与 さ れ たK- 12株 由 来甘3 1 10(F
-
, A
-)
並 び に プ ロ リ ン 要 求 性 珠PoP6 8 10(S T l l)(A(1a c- pro), a r a,(m al
B 4, △ 10 7.)g yrA)を 用 い た ｡
名 古屋 大 学 今 栄 博 士 よ り 分 与 さ れ た ､ 細 胞 質 膜 の 透 過 性が 高
い A Sl(a c r)を 用 い た ｡ Ch ic ago大 学Epstein博 士 よ り 分 与 さ れ た
K' 輸 送 系 変 異 株 と し て 以 下 の 菌 珠 を 用 い た ｡
T K IO8 1(F
‾
,
trkD l,k dpAB C 5,1a cZ , rha ,t h i, gal)
T K2 24 O(F
-
, trkD l, trk A4 0 5, n agA, 1a cZ , rha ,･th i)
∫T K 4 85m (kdpAB C5,trkA4 05, trk D l)
T El ll O(k dpAB C5,trk A4 85)
(2) 使 用し た 培 地
1 . S. faecal is
a) 栄 養 培 地(1リ ッ ト ル 中 の 組 成 を 示 す)
NaT Y 培 地 ( 高 濃 度Na＋ 培 地)
Ba cto - trypto n e 10g
Ba cto - yeast e xtr a ct 5g
- 74-
Na2H PO4
ブ ド ウ 糖
KT Y培 地
Bacto - try ptone
Ba cto - ye a st e xtr a ct
E2HPO4
ブ ド ウ 糖
2 KT Y培 地
Ba cto - try pto n e
Ba cto - ye a st extr act
K2H PO4
ブ ド ウ 糖
8 .5g
l og
log
5g
log
log
l og
5g
ヨog
l og
b) 合 成 培 地
合 成 培 地 は ､ rla r oldら の 方 法 に 従 い 調 製 し た ｡
ii. 大 腸 菌
a) 栄 養 培地 は 1リ ッ ト ル 中 に 10g Ba cto - try pto n e､ 5g Ba cto
- ye a st e xtr a ctを 含 む 種 々 の 媛 衝 液(5 0mH 打E Sあ る い は50nH Tr
is あ る い は 5 0mH Tricin eを 用 い て 調 製 し た)を 蒸 気 滅 菌 し た 後 ､
別 々 に 滅 菌 し た 炭 素 源 を 加 え た ｡
b) 合 成 培 地(1リ ッ ト ル 中 の 組成 を 示 す)
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E IO培 地 ( 7
`l :.
Na2iIPO4
Nafi2PO4
(N 84)2SO4
K C l
上 記 を 溶 解 し た 後 ､
2 1. 5g
l. 55g
l1. 0 5g
O . 75g
l H柑gSO4を4 0 0JL l､ 6m世 FeS O4 を250FL
■1
加 え る ｡ 滅 菌 後 ､ 別 に 滅 菌 し た5 0Ⅹ ブ ド ウ 糖 を 1 8ml加 え る ｡
E＋ - Tricin e 合 成 培 地
Tricin e 8 . 96g
(H HA)2SO4 1 . 06g
世gS O4 . 7 H20 0 . log
FeSO4 . 7Ii･aO 1. 67mg
NaH2PO4 1.56g
5 N EO Hで 各pH に調 整 し 滅 菌 後 ､ 別 に 滅 菌 し た5 0駕 ブ ド ウ糖10
mlを 加 え る ｡
Tris 一 班E S 合 成 培 地
Tris
(I柑4)2SOd
対gS O4 . 7I120
FeSO4 . 7 H20
K2H PO4
世E Sで 各p壬=こ 調 整 し 滅 菌 後 ､
を 加 え る ｡
6 . 06g
l .0 6g
O . log
l,6 7皿g
O .8 7g
別 に 滅 菌 し た5 0Ⅹ ブ ド ウ 糖10ml
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(3) 試 薬
A T P(Tris塩)､ バ リ ノ マ イ シ ン ､ C CCP ､ モ ネ ン シ ン はSigm a
よ り 購 入 し た . D C C D､ ポ リ ミ キ シ ン B硫 酸 塩 は 和 光 純 薬 工 業､ ナ
イ ジ ュ T) シ ン ､ poly L- Lysineは Lilly labo r ato ryよ り 購 入 し た ｡
F CC Pは 二 井 教 授 ( 岡山 大 学 ､ 現 大 阪 大 学) よ り 分 与 を 受 け た ｡
そ の 他 の 試 薬 は 特 に 表 示 の な い 限 り ､ 市 販 の 特 級 試 薬 を 使用 し
た ｡
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ⅠⅠ . 実験 方 法
(1) 反 転 膜+＼ 胞 の 調 製
反 転 膜 小 胞 の 調 製 は 小 林 ら く 3 2 )の 方 法 に よ り 行 な っ た ｡ た だ
し ､ 1mM phenyl m ethyl sulfo nyl f lu o ride(タ ン パ ク 貿 分解 辞
素 阻 害 剤)を す べ て の 緩 衝 液 に 添 加 し た ｡
3 7oC で 培 養 後 ､ 静 止 期 で 集 菌 し ､ 2mH MgS O4 で 2回 洗 浄 し た後､
0 . 5 虻glycylglycin e/2mH HgS O4 , pH7. 2緩 衝 液 に0 . 1g湿 菌体/ml
と な る よ う に 懸 濁 し た ｡ 菌 患 淘 液 に1ys o zym eを 0 . 5mg/mlと な る
よ う に 加 え3 7oC で 1時 間 処 理 し た 後 ､ 12,0 00× gで 1 0分 間遠心 分
離 し た ｡ 上 清 を 捨 て ､ 得 ら れ た 沈 澱 に 10メL g/ml I)Na s eIを 含 む
5 0mH Tris - m ale ate/5m凹 HgS O4/2 5 0mM s u c u r o s e, pH 7.4緩衝 液
を 加 え ､ pot te r ho m oge niz e rで 均 一 に な る ま で 懸 濁 し た ｡ 未 破
砕 細 胞 を 遠 心 分 離(5,0 00× g, .10分 間)で 除 い た 後 ､ フ レ ン チ プ
レ ス(細 e ric a nln str u m e nt Co .)を 用 い て ､ 1 0,0 0 0p. s . i. で 菌を
破 砕 し た ｡ 再 び 遠 心 分 離(2 7,00 8× g, 10分 間)で 兼 破 砕 菌 を 除去
し ､ 上 浦 を 10 5,0 08× g, 3 0分 間 遠 心 分 離 し て 反 転 膜 J＼ 胞 を 得 た ｡
反 転 膜 小 胞 は ､ 50m村 Tris - mよ1e ate/5 州 MgS O4/2 5 0mM s u c r o s e,
pH 7･ 4緩 衝 液 で 1回 洗 浄 し た 後 ､ 同 緩 衝 液 に ､ 3- 8hg Pr Oteirl/
m且と な る よ う に 懸 満 し ､ - 75o Cで 凍 結 保 存 し た ｡ 1ys o zyn e処理 後
の 操 作 は す べ て4oC で 行 な っ た ｡
(i2) 細胞 膜 分 画 の 調 製
蔓･fB B LAiilをET Y培 地 で 静 止 期 ま で 培 養 し ､ そ の 菌 液 48mlを
2 1 の 2ET Y培 地 に 加 え ､ 培 地 の p汚が 0 .2pflu ni t減 少 す る ま で 増殖
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さ せ 集 菌 し た ｡ こ の あ い だ に 生 菌 数 は 約4倍 に な る o 菌 体 を1mM
班gC 12 で 洗 浄 後 ､ 0 .5 凹glycylclycin e- EO H/2m凹 凹gC12 , p凹7. 2嬢
衝 液 に0 . 1g湿 菌 体/瓜1と な る よ う に 懸 濁 し た ｡ 菌 懸 滴 液 に1ys o z
/L
ym e(0 .5mg/ml)を 加 え ､ 3 7
o Cで 1時間 処 理 し ー 10,8 8 0× g, 10分 間
遠 心 分 散 し た ｡ 上 清 を 捨 て ､ 得 ら れ た 沈 澱 に 1m凹 HgC 12を 加 え 菌
を 破 砕 し た ｡ 菌 破 砕 液 に ､ D Na s eI(10メJ g/ml)を 加 え ､ pot te r
ho m oge niz e rで 均 一 に-な る ま で 懸 濁 し た ｡ 5, 0 00× g , 3分 間 遠心
分 離 し ､ 束 破 砕 細 胞 を 除 去 し ､ 更 に 上 清 を 15,00 0X g , 5分 間 遠
心 分 離 し た ｡ 上 浦 を 捨 て ､ 得 ら れ た 沈 澱 を 1m凹 凹gC 12で 2回 洗浄
し た 後 ､ 1m把 MgC l･2 に ト 2mg pr otein/mlと な る よ う に 懸 濁 し て 粗
抽 出 分 画 と し た ｡ 粗 抽 出分 画 を フ レ ン チ プ レ ス(Americ a rl n st
r u m e nt Co .), 10, 000p . s . i. で 処 理 し ､ 膜 分 画 と し た ｡ 得 ら れ た
そ れ ぞ れ の 分 画 は ､ - 75o Cで 凍 結 保 存 し た ｡
1ys o zym e処 理 後 の 操 作 は す ペ て4oC で 行 な っ た .
(3) A T Pa s e括 性 の 謝 定
AT Pa s e活 性 は ､ 小 林 ら ( 6 7 :
'
の 方 法 に 従 い AT P から 逝 離 す る 無 機
T) ン 醸 を 比 色 定 量 す る こ と に よ っ て 潮 定 し た ｡ 5mH Mg
＋ '
を 含 む
0 . 1 M Tris - 打Cl緩 衝 液 を 用 い 3 7
oCで 反 応 さ せ た ｡ 5nH A TPを 添 加
し ､ 一 定 時 間 反 応 を 行 な わ せ た 後 ､ ト リ ク ロ ロ 酢 酸 を 最 終濃 度
5鴛に な る よ う に 加 え ､ 水 中 に て 反 応 を 停 止 さ せ た ｡ 無 機 T) ン 醸
は ､ 発 色 試 薬(5 N H2SO4:2 .5完 (N H4)6[Mo(坦o602 4)】:3Ⅹ NaBSO3 :
1Ⅹ p 一 皿ethyla min o phe n ol s ul fate:Ⅲ20= 1:1:1:4 ､ 用 時 混合)杏
試 料0 .9mlに 対 し て 2 . 1ml加 え ､ 18
oCで 10分 間 静 置 し た 後 ､ 波 長
6 6 0n mで 比 色 定 量 し た ｡ 標 準 曲 線 は ､ 分 析 用 EtI2P O4(1 0mH)を 用 い
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て 作 成 し た ｡ 1分 間 に 1〟 m ol の無 機 リ ン 醸 をA T P か ら遊 離 さ せ る
酵 素 活 性 を 1u ni tと し た ｡
(4) 酵 素 括 性測 定
In o rga nic p yr opho sphata s e汚 性 は ､ 0 . 1M Tris - HC l/2取出 MgC
12/1m班 ピ ロ 7) ン 醸 ナ ト リ ウ ム 塩 , pH 9. 5緩 衝 液 を 反 応 頼 と し ､
Jo s･s e( 6 9 )の 方 法 に 従 っ て 謝 定 し た ｡
N AD H dehydr oge rl a S e描 性 は ､ 0 .2 6m班 N ADH, 0 . 0 85m凹 D CI Pを 含
む 0. 1 H 7) ン 較 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 , pH7. 4を 反 応 液 と し ､ M iz u sh
i血aら ( 7 匂二' の 方 法 に 従 っ て 謝 定 し た ｡ 反 応 液 中 の E C Nは 除 い た ｡
A lkal in e pho sphatase汚 性 は ､ 50mM Tris 一 円C l/2 0mH MgC 12/
5払H p- nitr ophe nyl phosphate , pB 8. 5綾 衝 液 を 反 応 液 と し､
Attias ら `6 8 )の 方 法 に 従 っ て 測 定 し た ｡ 全 て の 酵 素 活 性謝 定 は
3 7oCで 行 な っ た ｡
(5) Na＋ 輸 送 汚 性 の 淘 定
i) 生菌
星･呈 出 遥 を 各 液 体 培 地 で 培 養 後 ､ 集 菌 し2mM MgSO4で2回 洗
浄 し た 後0 .1 班 H EPES- K Otl/2m河 村gSO4 , pB 8.5 緩 衝 液 に タ ン パ ク
質 濠 度が 0 ･1 8- 0 .2 2 mg/mlと な る よ う に 懸 濁 し た ｡ こ の 患 滴液 に
L 2NaC lを 最 終 濃 度2 0m
●
打と な る よ う に 加 え(口.8p C i/ml)25
oCで 2時
間 静 置 し ､ 細 胞 内 に 2 2Na＋ を 負 荷し た ｡ Na･ 負 荷 後 ､ エ ネ ル ギ ー
源 と し て ブ ド ウ 糖 を1 0m糊口 え ､ 一 定 時 間 毎 に0. 5mlを 分 取 し ､ セ
ル ロ ー ス ア セ テ ー ト フ ィ ル タ ー (Schleiche r & Schu el l ln c. ;膜
孔 径0 ･4 5〟 m)で ろ 過 し た ｡ フ ィ ル タ ー は 上 記 の 緩 衝 液 で2回 洗浄
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後 ､ フ ィ ル タ ー 上 の 放 射 桔 性 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー (Pa cka rd 3 2 55)で 計 謝 し た . 紳 胞 内Na ＋ の 減少 量 よ り ､ 生 菌の
Na ＋ 輸 送 措 性 を 求 め た ｡
i i) 細 胞 膜小 胞
反 転 膿 小 胞 で の Na ＋ 輸 送 描 性 は ､ rle efn e rら (3 1 ) の 方 法 に 準 じ
て 測 定 し た ｡ 反 転 膜 小 胞 を タ ン パ ク 質 襟 度 が 1. 0- 1.5mg/mlと な
る よ う に5 0江川 HE P E S一 加Ⅲ/5mM 阿gSO4/2 50mH s ucr os e/0 .4m凹 2 2N
ac ュ(1. 2 5JL Ci/ml), pB8.5緩 衝 液 に 懸 淘 し ､ 5m出 AT P(Tris塩)を
添 加 し て 反 応 を 開 始 し た ｡ 反 応 は 25oCで 行 な っ た ｡ 一 定時 間 毎
に0 . 2mlを 分 取 し ､ poly - i- 1ysin e(5 0メL g/ml)を 含 む 上 記緩 衝 液
で 1 0倍 に 希 釈 し1 0秒 間 混合 し た 後 ､ ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ
ー (M i ll ipo r eCorp . ; 膜 孔 径 0. 22JL m)で ろ 過 し た ｡ フ ィ ル タ ー
は 上 記 の 緩 衝 液2mlで 2回 洗 浄 後 ､ フ ィ ル タ ー 上 の 放 射 活 性 を 液
体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー (Pa cka rd 3 255)で 計 測 し た . 皮
転 膜 小 胞 内 に 取 り 込 ま れ たNa･＋ 量 よ り ､ Na＋ 輸 送 括 性 を 求 め た ｡
･ 反 応 頼 中 の Na ' 濃 度 は ､ 原 子 吸 光 謝 定 装 置(8 ita ch i Pe rkin -
E lm e r, 4 0 3型)で 測 定 し た ｡
(6) E＋ 輸 送 措 性 の 謝 定
各 液 体 培 地 で 培 養 後 ､ 葉 蘭 し て 緩 衝 液 で 洗 浄 し た 菌 体 を ､ 50
m凹 Tris - Tricin e/2mH HgSOJ , PB 8. 5緩 衝 液 に0 .4 - 0 .5mg pr otei
n/mlと な る よ う に 懸 濁 し た ｡ 2mH K C lを 加 え ､ 10m打 ブ ド ウ 糖 添
加 に よ り 反 応 を 開 始 し た ｡ 反 応 液 中 の E十 溝 度 の 変 化 を カ リ ウ ム
電 極(Rad io m ete r F 23 12 Epota s siu m io n s ele ctr ode , 対照 電 極
は Rad io m ete r E- 7 0 1c alo m elele ctr ode)を 用 い て 謝 定 し た ｡ K十
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輸送 描性 は ､ 反 応 液 中 の E＋ の 減 少 量 よ り 算 出 し た ｡
(7) プ ロ リ ン 輸 送 活 性 の 謝 定
一 晩 培 養 し た 菌 を 新 し い 培 地 に 植 菌 し ､ 波 長6 0 0n mで の 濁 度 が
0. 6付 近 に な る ま で 増 殖 さ せ た( 釣3時 間). 集 菌 後 ､ 菌 体 を50m凹
Tris - MES/5州 MgS O4 , pH7.5壊 衝 液 で 2回 洗 浄 し ､ 同 壊 衝 液 に タ
ン パ ク 貿 濃 度 が 約3 0mg/mlと な る よ う に 懸 濁 し た ｡ 菌 体 は ､ 実験
に 供 す る ま で 水 中 に て 保存 し た ｡ 漸 定 は3 7
oCで 行 な い ､ 反 応 液
は ､ 5 0m班 Tris - HE S/5mM 世gSO4/5 0m世 R2H PO4 , ptI6. 5績 衝 液 を 用
い た ｡ 反 応 液 中 に は ､ タ ン パ ク 貿 合 成 阻 害 剤 で あ る ク ロ ラ ム フ
ェ ニ コ ー ル を1 88〃 g/ml加 え た ｡ エ ネ ル ギ ー 源 と し て O .5駕 乳 酸
を 加 え ､ 反 応 は1 0JL 吐 き8- Pr ol in e(lilC i/ml) 添 加に よ り 反 応 を
開 始 し た ｡ 一 定 時 間 毎 に 500jLl分 取 し ､ セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト
フ ィ ル タ ー (Schleiche r & Schu911 Inc ･ ; 膜 孔 径 0.4 5jL m)に て
ろ 過 し た ｡ フ ィ ル タ ー は プ ロ リ ン を 含 ま な い 反 応 液1瓜1 で2回 洗
浄 後 ､ フ ィ ル タ - 上 の 放 射 捕 性 を ､ 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ
ン タ ー で■測 定 し た ｡
(8) Th io m ethyl β - D - gala ctop yr a n o si de輸 送 清 性 の 測 定
一 晩 前 培 養 し た 菌 を ､ 0 ･ 3m捜 Is opr op yl β - th i
.
ogala ctop yr a
n o side(I P TG)( '5 'を 含 む 新 し い 培 地iこ 植 菌 し ､ 約3時 間 増殖 さ せ
た ｡ 集 菌 後 の 操 作 は プ ロ リ ン 輸 送 晴 性 謝 定 の 頃 合 と 同 じ で あ る ｡
反 応 液 は ､ 1O蔦 Try pto n eと5罵 Ye a st e xtractを 含 む ､ 種 々 の 緩
衝 液 を 用 い た ｡ O .5寛グ リ セ ロ - ル ､ 5 0fL吐 1 4C- T h io m ethyl β -
D - gala ctop yr a n o side(2 O OnCi/ml)を 添 加 し 反 応 を 開 始 し た ｡ 以
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後 の 操 作 は プ ロ リ ン 輸 送 描 性 測 定 方 法 と 同 じ で あ る ｡
(9) ス フ ェ ロ ブ ラ ス ト の 調 製
ス フ ェ ロ ブ ラ ス ト の 調 製 は ､ P . S. Ma ste r sら ( 9 eりの 方 法 に よ り
行 な っ た ｡ 集 菌 後 1 0止川 Tris - n C l, pH 8. 0 緩 衝 液 で 1回 洗浄 し ､
3 0m坦 Tris - H C l/2 0Ⅹ s u c r o s e, pH 8. 0凍 衝 液 に 懸 濁 し た ｡ 菌 懸 濁
液 に ､ E' - ED T A(pfI7. 5)とLys o z o m eを そ れ ぞ れ 10 mH , 5 0JLg/ml
と な る よ う に 加 え ､ 25
o Cで か く は ん し な が ら15分 間 処 理 し た ｡
15分 後 に 15臥M 也gSO4 とI)Na s eI, R Na s eを そ れ ぞ れ 5 8p g/ml とな る
よ う に 加 え ､ 更 に 10分 間25
oCで 処 理 し た ｡ 遠 心 分 離 で ス フ ェ ロ
ブ ラ ス ト を 集 め ､ 5 8m出 Tris - H C l/2 0芝 s u c r o s e/10m世 (NfI4)2SO4
/1 0m凹 E C l/1m柑 鵬 SO4 , pH7. 8緩 衝 液 で 洗 浄 後 ､ 同 緩 衝 液 に 懸満
し た ｡ ス フ ェ ロ ブ ラ ス ト は 実 験 に 供 す る ま で 水 中 に て 保 存 し た｡
実 験 は ､ ス フ ェ ロ ブ ラ ス ト 調 製 後3時 間 以 内 に 行 な っ た ｡
(10) ポ リ ミ キ シ ン B誘 導 体 の 調 製
ポ T)
.
ミ キ シ ン B誘 導 体(以 下 PM B Nと 略 す)の 調製 は
1
p . v ilja n e n
ら (6 き) の 方 法 に 従 っ て 行 な っ た ｡ ポ リ ミ キ シ ンB硫 酸 塩 4gを80
ml の水･に 溶 解 さ せ ､ パ パ イ ン(E . C. 3. 4 . 2 2.2)を6 .5mg/mlと な る
よ う に 加 え た ｡ ト ル エ ン を 数 滴 添 加 し て ､ 3 7
o
Cで 4 8時 間､ か く
は ん し な が ら 処 理 し ､ 沸 騰 水 申 で 5分 間 加 熱 し て 反 応 を 停止 さ せ
た ｡ 遠 心 分 離 し ､ 上 滑 を セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト フ ィ ル タ ー (yi.
1
1 ipo r eCo rp . ; 膜 孔 径0 .4 5J… )で ろ 過 後 ､ ･ 1 N flC lで pH 2.0に 調 整
し た ｡ 4 0mlの n - buta n olで2回 洗 浄 後 1N NaO Hで p8 9. 0に 調整 し た ｡
再 び 4 0mlの n - buta n olで 2回 洗 浄 し ､ IN H C lで pF7. 0に 調 整 し た .
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pB7. 0に 調 整 後 ､ C M- Sepbade x C - 50を0 . 5g加 え て ､ 3 7
o
C で かく は
ん し な が ら5分 間 処 埋 し た ｡ 樹 脂 を 水 で 数 回 洗 浄 し た 後 ､ 10Ⅹ ビ
リ ジ ン ー 10Ⅹ 酢 酸 で2回 抽 出 し ､ 抽 出 液 を 凍 結 乾 燥 し た ｡ 凍 結乾
燥 品 を 少 量 の 水 に 溶 解 し Sepbade x a- 1 8に よ り 脱 塩 し て 一 20
oC で
保 存 し た . 州B N の生 成 は ､ 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 確認
し た ｡ 展 開 溶 媒 と し て ､ a - buta n ol; ビ リ ジ ン :酢 酸 :水 = 30;20:
6 ･. 2 4を 矧 い ､ 発 色 試 薬 は ニ ン ヒ ド リ ン を 用 い た o
(l l) 呼 吸汚 性の 潮 定
ク ラ ー ク 型 電 極 を 用 い ､ 酸 素 モ ニ タ ー (Yello w SprirlgS Irl St
r u 弧e nt Co . 5 3 型)で 反 応 液 中 の 洛 存 酸 素 量 を 潮 志 し ､ 呼吸汚 性
を 蔀 め た ｡ 湘 定 娃 ､ l o覧 Trypto n e/5Ⅹ Ye a st e xtr a ctを 含む50
m也 Tricirl e- EO H緩 衝 液 で ､ 3 7o Cで 行 な っ た ｡
(1 2) 細 胞 内 p召と 膜 電 位 の 潮 定
i) S.fa e c alis
細 胞 内 p耶ま ､ ア セ テ ル サ T) チ ル 酸 を 用 い ､ 小 林 ら ( 5:ラ) の 方 法
を 改 変 し て 謝 定 し た ｡ 細 胞 内 外 の plh差 が 大 き い 場 合 ､ 細 胞内 に
蓄 積 し た ア セ チ ル サ リ テ ル 醸 が ､ 3 7
o
C で菌 体 を 洗 浄 中 に 紳胞 外
に 漏 出 す る の で ､ ろ 過 後 フ ィ ル タ ー 上 の 菌 体 を 洗 浄 せ ず に 測 定
し た ｡ KT Y培 地 で 一 晩 培 養 し 集 菌 後 ､ 洗 浄 し て 2 KT Y培 地 に タ ン パ
ク 貿 濃 度 が 0.2 ト8. 2 7mg/mlと な る よ う に 懸 満 し た ｡ 1 5p 世 14C-
ア セ テ ル サ リ テ ル 醸(3 4.3 mC i/m m ol)を 添 加 し3 7
oCで 2 0分 間静置
し た 後 ､ 2. 8ml分 取 し ､ ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー (W hatm a nGF/C,
甘hat仇a n ln c.)で ろ 過 し た ｡ フ ィ ル タ ー 上 の 放 射 活 性 は 液体 シ ン
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テ レ - シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し た ｡ 細 胞 内 pHは ､ 細 胞 内外 の
ア セ テ ル サ ル チ ル 酸 の 分 布 よ り 求 め た ｡
細 胞 内 外 の pR差 が /]＼ さ い 場 合( 細 胞 内が 外 液 よ り 酸 性)､ ろ 過
後 フ ィ ル タ ー を 洗 浄 せ ず に は ､ 細 胞 内 に 蓄 積 し た ア セ テ ル サ ル
テ ル 醸 塞 が 少 な い た め ､ 測 定 で き な い ｡ し た が っ て ､ 以 下 の 方
法 に よ り 行 な っ た ｡ 前 記 と 同 様 に 調 製 し た 菌 懸 濁 液 よ り500JLl
を 分 取 し ､ セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト フ ィ ル タ ー (M i l l ipo r eCo rp.
膜 孔 径0 .4 5FL m)で ろ 過-L た . ろ 過 後 ､ フ ィ ル タ ー を 2mlの 培 地 で
2回 洗 浄 後 ､ フ ィ ル タ ー 上 の 放 射 汚 性 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ウ ン タ ー で 測 定 し た ｡
膜 電 位 の 謝 定 は ､ 脂 溶 性 カ チ オ ン で あ る 【3日】 T P P' を 用 い ､
小 林 ら ( 5 3 )の 方 法 に よ り 行 な っ た ｡ 謝 定 は ､ 2 ET Y培 地 を 用 い 37
oC で行 な っ た ｡ 操 作 芋 版 は ､ 細 胞 内 pB の測 定 の 場 合 と 同 様 で あ
る ｡
細 胞 内 体 積 を3 .0 〟 1/mg pr otein (:∋5 )と し て 細 胞 内pH及 び 腰 電
位 を 算 出 し た ｡
i i) 大 腸 菌
a . 生 菌
膜 電 位 の 潮 定 は ､ 脂 溶 性 カ チ オ ンT P P' を 用 い て 行 な っ た . 10
p H [3H]T P P＋(3. 0 - 3 . 6 × 105 cpm/ml)を3 7oCで 菌 が 増 殖 し て い る
培 地 に 凍 加 し ､ 10分 後7mlを ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー (V hatm a nGF
/C, Whatm a nln c.)を 用 い て ろ 過 し た ｡ フ ィ ル タ ー を 培 地2mlで
2回 洗 浄 後 ､ フ ィ ル タ ー 上 の 放 射 汚 性 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ
ウ ン タ ー で 潮 定 し た ｡ ろ 過 前 に 波 長 60 0n mで の 滞 度 を 測 定 し ､ タ
ン パ ク 貿 濃 度 は こ の 濁 度 よ り 求 め た ｡ 膜 電 位 は ､ 紳 胞 内体 積 を ､
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2 . 9 〃 1/mg pr otein ( ? 9 )と し て 算 出 し た ｡
膜 内 外 の pB差 の 潮 定 に は ､ [ 1 4C】 ア セ テ ル サ リチ ル 酸 ま た は
[1 4C] ベ ン ジ ル ア ミ ン を 用 い た o ア セ チ ル サ T) チル 醸 は10〟 M
-3 . 34mCi/m n ol ､ ベ ン ジ ル ア ミ ン は 10fL ”, 30 0nC i/mlを 用 い た ｡
測 定 方 法 は ､ 膿 電 位 測 定 の 方 法 と 同 じ で あ る ｡
b . ス フ ェ ロ ブ ラ ス ト
調 製lし た ス フ ェ ロ ブ ラ ス ト を ､ 5 0mM Tris - 凹E S/2 0Ⅹ s tlC r O S e/
5m祖 HgSO4 , 各 pH緩 衝 液 に 漁 港 し(タ ン パ ク 貿 濃 度 が 約1mg/ml)､
3 7
o
Cで 潮 定 し た ｡ 測 定 方 法 は 生 菌 の 場 合 と 同 じ で あ る . 一 定 時
間 毎 に1ml分 取 し ､ ガ ラ ス 繊 維 フ ィ ル タ ー (甘hatm a nG F/C, What
m a nln c.)で ろ 過 し ､ フ ィ ル タ ー を 反 応 液 と 同 じ 緩 衝 液 紬1 で2回
洗 浄 後 ､ フ ィ ル タ - 上 の 放 射 括 性 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ
ン タ ー で 測 定 し た o
原 電 位 と 細 胞 内pHは Rot te nberg( 6 6 :
● の 方 法 に よ り 算 出 し た ｡
(13) 平 衡 透 析 法
定N Aを 5 0mH Tris - 日C l/5 0mH K C l/0 .4 5 出 EO H, p88.6 緩 衝液 に
0 . 69g/5mlと な る よ う に 溶 解 し た ｡ R N A溶 液 に 5p 出 1 4C- ベ ン ジ ル
ア ミ ン(13 8nC i/ml)を 加 え ､ 透 析 チ ュ ー ブ に 封 人 後50m河 Tris一
月Cl/0. 5 凹 E C l, pn 8. 6緩 衝 液5 0mlに 対 し て 一 晩 透 析 し た . チ ュ ー
ブ 内 及 び 外 液 の 放 射 活 性 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で
測 定 し ､ ベ ン ジ ル ア ミ ン の R NAへ の 吸 着 を 求 ,め た .
(14) タ ン パ ク 貿 定 量
タ ン パ ク 質 の 定 量 は ､ Lo wryら ( 7 3 )の 方 法 に よ り 行 な っ た ｡
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標 準 曲 線 は B S A(Bo vin Se r u mA l bu min)を 用 い て 作 成 し た ｡
(1 5) 増 殖 速 度の 湘 定
細 菌 の 増 殖 は ､ 分 光 光 度 計(Pe rk in - E lm e r3 5型)で 波 長65 0n m
或 い は ､ 6 00n mで 培 地 満 度 を 軽 時 的 に 軸 定 し た ｡
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